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Biogumia

Articulo de revision
Inmunologia

Fagocitosis: mecanismaos y consecuencias
Tercera parte

Oscar Rojas-Espinosa* Patricia Arce-Paredes**

RESUMEN

ABSTRACT

Ellie Metchnikoff, en 1880, descubri6 que la funcién de las célu-
las fagociticas era esencial para la supervivencia de todas las es-
pecies del reino animal. En los organismos unicelulares como
los protozoarios, la funcién fagocitica es el inico medio por el
cual estos organismos adquieren su alimento. La funcién fagoci-
tica de estas células se mejora a lo largo de la evolucién y se
mantiene en los animales mas evolucionados, aunque aqui la
funcién de los fagocitos deja de ser preponderantemente nutri-
cional para constituirse en un eficiente mecanismo de protec-
cién no especifico contra agentes infecciosos y de eliminacién de
células muertas o seniles. Cada etapa del proceso fagocitico (la
migracién, el reconocimiento de lo que puede y debe ingerirse,
la endocitosis y la destruccion de particulas) se descubre cada
vez mas complicada; dia a dia se identifican mas componentes
moleculares y se establecen mas interacciones y rutas metaboli-
cas. Aunque el proceso de la fagocitosis no esta esclarecido en su
totalidad, ahora tenemos una mejor idea de cémo se reconocen
las particulas que deben eliminarse y de los mecanismos subse-
cuentes que llevan a su destruccidn. En este articulo, se hace
una revisién concisa del proceso de la fagocitosis y se enfatiza su
importancia como mecanismo de proteccién en los vertebrados,
seflalando, aunque de manera somera, aquellos aspectos que en
la actualidad son objeto de mayor estudio, incluyendo estructu-
ra celular, la existencia y funcion de las proteinas de adhesién,
los receptores para endocitosis, las proteinas G, las cascadas de
sefializacién, la maduracion de los fagosomas, y la generacion de
los metabolitos toxicos del oxigeno y el nitrégeno.

In 1880 Elli Metchnikoff established the phagocytic cells’ func-
tion as an essential process for the survival of animal species.
In the unicellular organisms, such as the protozoa, the phago-
cytic function is the only means through which these organisms
acquire their next meal. The phagocytic function improves
through evolution and remains so in the more evolved species,
although here the primary function of phagocytes is no longer a
nourishment-related activity but it turns into an efficient mech-
anism of protection against infectious agents and of elimina-
tion of senescent or abnormal cells. Every step of the phagocytic
process (migration, adhesion, endocytosis and particle destruc-
tion) appears each time more complex, and new molecules and
mechanisms are continuously discovered. Although the whole
phagocytic process is not yet fully understood, now we have a
better panorama on the way phagocytic cells recognize those
particles that must be eliminated and the mechanisms follow-
ing thereafter. In this article a concise review is made on the
phagocytic process and its importance as a protection mecha-
nism of vertebrates, pointing out those aspects receiving major
attention at the present, including cell-structure, adhesion pro-
teins, phagocytosis-endowed receptor molecules, signalling
pathways and participant molecules, maturation of phago-
somes, and the role of the nitrogen and oxygen-derived interme-
diaries as potent antimicrobial toxins.

Palabras clave: Fagocitosis, células fagociticas, bioquimica,
neutroéfilos, macroéfagos.

Key words: Phagocytosis, phagocytic cells, biochemistry, neu-
trophils, macrophages.
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Eventos no oxidativos de la
fagocitosis y actividad microbicida

Desde 1973, Jensen y Bainton® demostraron que 10
min después de la endocitosis de levaduras, el pH
del fagosoma llega a caer hasta 4.5 en PMN de cone-
jo. En el humano, se ha encontrado que el pH intra-
vacuolar disminuye sélo hasta 6.0-6.5. Aunque estos
valores de pH pueden ser bien tolerados por la ma-
yoria de los microorganismos, su efecto bacteriosta-
tico estd mas bien relacionado con la activacién de
las enzimas que entran al fagosoma; a pH neutro, la
mayoria de las enzimas se encuentran como zimoge-
nos inactivos.

En un principio se consideré que la caida en el pH
se debia a la acumulacion de acido lactico por aumen-
to en la actividad del ciclo glicolitico, o0 a la acumula-
cién de &cido carbdnico catalizada por la anhidrasa
carbdnica. Aunque estos mecanismos pueden ser ope-
rantes, ahora se sabe que en la acidificacion del fago-
soma participa principalmente un sistema enzimatico
de localizacion endosomal que funciona como una
bomba de protones (el sistema de la proton-ATPasa).
La proton-ATPasa se incorpora a la membrana de la
vacuola digestiva al ocurrir la fusién fago-endosomal.
Ademas de la protdn-ATPasa, la membrana de la va-
cuola digestiva exhibe el marcador lisosomal LAMP-1,
cuyo papel biolégico no esté bien entendido®® (Fi-
gura 13).

Los granulos lisosomales

Una vez endocitados, y como consecuencia de la fu-
sion entre fagosomas y los granulos citoplasmicos, los
microorganismos se ponen en contacto con las enzi-
mas hidroliticas contenidas en los granulos. Aunque
hay varios tipos de granulos (también llamados liso-
somas), aquéllos relacionados con la funcién hidroli-
tica-digestiva de las células fagociticas son los granu-
los primarios o azuroéfilos y los granulos secundarios
o0 especificos.®* En 1985, Spitznagel y Shafer® hacen
un relato histérico sobre los granulos citoplasmicos y
nos cuentan “que fueron descubiertos por Ehrlich en
1879, gracias a su aficion por la histoquimica, que
después, en 1884, Kanthack y Hardy describen el
proceso de la desgranulacion y lo relacionan con la
actividad antibacteriana de las células fagociticas;
gue mas tarde, en 1956, Skarnes y Watson extraen de
los PMNSs de conejo, una proteina cationica a la que
llamaron leucina (leukin), con actividad antimicro-
biana contra bacterias Gram positivas; que Robi-
neaux en Francia, y Hirsch y Cohn en Estados Uni-
dos, entre 1955 y 1960 redescubren los granulos, la
desgranulacion y su relacion con la fagocitosis; que
mas tarde, a partir de 1963, Zeya y Spitznagel aislan
de los granulos de los PMNSs una serie de proteinas
catidnicas con actividad bactericida, y que mas re-
cientemente, en 1975, Weiss y sus colaboradores ex-
traen de los granulos una sustancia capaz de incre-
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mentar la permeabilidad de la pared de los microorga-
nismos (por esto llamada bactericidal/permeability
increasing factor o BPI) y de permitir el paso de ma-
teriales téxicos para los microorganismos”. Ahora se
sabe de la existencia de otras proteinas microbicidas
contenidas también en los lisosomas (Cuadro 1X).

Los granulos azuroéfilos contienen ademas, lisozi-
ma, elastasa, catepsina G, mieloperoxidasa, varias
glicosidasas acidas y otras hidrolasas, mientras que
los granulos secundarios contienen lisozima, lactofe-
rrina y colagenasa® (Cuadro X). Si bien algunas de
las enzimas hidroliticas, como la lisozima, la elastasa
y la catepsina G, pueden participar en la resistencia a
la infeccién por algunos microorganismos,®? la activi-
dad de la mayoria de ellas esta méas bien relacionada
con los procesos digestivos que siguen a los eventos
bactericidas.

Importancia de los mecanismos microbicidas
no oxidativos

La importancia de los mecanismos microbicidas no
oxidativos se deduce de casos clinicos como los si-
guientes, que se empezaron a publicar a principios de
los afios 1970:

(a) Spitznagel y cols,® describieron el caso de un pa-
ciente cuyos leucocitos PMN presentaban una de-
fectuosa actividad bactericida in vitro asociada a
una marcada deficiencia en lisozima y lactoferri-
na. El paciente fallecié a causa de una infeccién
bacteriana severa.

(b) Hansen y Andersen® comunicaron el caso de un
paciente severamente infectado cuyos PMN eran
deficientes en lisozima.

(c) Slyy cols® describieron el caso de una deficiencia
de beta-glucuronidasa leucocitaria asociada a in-
fecciones bacterianas recurrentes. No se hicieron
pruebas funcionales de los PMN.

La lista de reportes de este tipo siguio creciendo y
en la actualidad alcanza un volumen conside-
rable.

El Sindrome de Chediak-Higashi

Los pacientes con esta enfermedad de baja frecuencia
muestran albinismo parcial, aumento de susceptibili-
dad a infecciones, pancitopenia, linfadenopatia y he-
pato-esplenomegalia en la fase aguda. Los neutrofilos
en estos pacientes contienen granulos anormalmente
grandes (granulos gigantes) e irregulares y los linfo-
citos pueden presentar cuerpos citoplasmicos de in-
clusion. Los granulos anormales también se encuen-
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Cuadro IX. Algunas proteinas microbicidas de los
granulos lisosomales?®

1 Leukina o leuguina (PMN): una proteina cationica activa
sobre bacterias Gram-positivas

2 CP (PMN): una serie de 7 proteinas cationicas

3 BPI (PMN): un factor que incrementa la permeabilidad de la
pared celular de los microorganismos

4 AMP 36.5 kD (PMN): una proteina antimicrobiana activa
sobre mutantes de S. typhimurium con LPS truncados
(colonias rugosas)

5 MUMP1-MUMP3 (MFS): una familia de proteinas microbici-
das activas sobre microorganismos Gram-positivos y Gram-
negativos

aTodos estos factores son proteinas o péptidos catiénicos que interaccio-
nan con residuos aniénicos sobre la pared y membrana de los microorga-
nismos, produciendo agujeros a través de los cuales escapan componentes
vitales para los mismos y penetran diversos elementos microbicidas.
"Basado en la referencia 91

Cuadro X. Algunos constituyentes de los granulos
lisosomales™

Granulos

Granulos azuréfilos especificos

Constituyente (primarios) (secundarios)
Hidrolasas acidas Catepsina B Fosfatasa A2
Catepsina D
B-glucuronidasa
a-Manosidasa
Fosfatasa A2
Proteasas neutras Elastasa Colagenasa,
Capesina G Activador del

Proteinasa 3 complemento

Factores microbicidas Mieloperoxidasa Lisozima
Lisozima Lactoferrina
Defensinas
BPI**
Granulicina

* Relacionados con actividad microbicida o digestiva
** BPI, bacterial permeability increasing factor

2 Basado en la referencia 90

tran en los melanocitos, las neuronas, las células de
Schwann, los fibroblastos, etc. La enfermedad es au-
tos6mica recesiva y su curso puede ser rapido en la
infancia o permanecer quiescente por afios, antes de
presentarse la fase aguda. Los sitios de infeccion mas
afectados son los tractos respiratorios superior e in-
ferior y la piel. ElI Staphylococcus aureus es el micro-
organismo mas frecuentemente encontrado, aunque
también se encuentran estreptococos y neumococos.
En estos pacientes, los niveles de inmunoglobulinas,
la hipersensibilidad tardia, la endocitosis por MN y
PMN y el metabolismo oxidativo de estas células, son
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todos normales, aunque algunos pacientes pueden
presentar granulocitopenia, defectos en la quimio-
taxis, disminucion en la cantidad de mieloperoxidasa
en sus neutrdfilos, y anormalidades en la funcién de
la tubulina leucocitaria susceptibles de corregirse
con &cido ascorbico.%®

Cambios metabdlicos oxidativos relacionados
con la funcién microbicida

Pocos segundos después del contacto de las células
fagociticas con agentes quimiotéacticos y con microor-
ganismos, se detectan en las células alteraciones bio-
quimicas que indican perturbaciéon de su metabolis-
mo y que incluyen cambios en el potencial eléctrico
de la membrana, produccién y liberacién de AMP ci-
clico (CAMP), liberacion de anion superoxido y mas
tarde escape de algunas enzimas lisosomales. Algu-
nos de estos cambios bioquimicos estan relacionados
con el metabolismo del oxigeno y del nitrégeno mien-
tras que otros son de caracter no oxidativo.

Dentro de los cambios oxidativos que acompa-
fian al proceso de la endocitosis se encuentran los
incrementos en: (a) el consumo de oxigeno, (b) el
consumo de glucosa, (c) la actividad del ciclo de las
pentosas o hexosas monofosfato y (d) la produc-

cion de peréxido de hidrégeno y de otros peroxi-
dos. Al conjunto de estos cambios se le llama “es-
tallido respiratorio” (Figura 14). La importancia
de estos cambios en la actividad microbicida de los
fagocitos se deduce de situaciones clinicas como
las siguientes:

Enfermedad granulomatosa crénica (EGC) ligada al

SExo

Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de
neutréfilos marcadamente deficientes en su capaci-
dad para destruir algunas especies bacterianas y por
la frecuente formacién de granulomas en los pacien-
tes. Las manifestaciones clinicas més frecuentes,
ademas de los granulomas, son las neumonias y der-
matitis infecciosas causadas por bacterias catalasa
positivas y por hongos. Se ha observado que las célu-
las ingieren en forma aparentemente normal pero no
presentan los cambios en el metabolismo oxidativo
gue acomparfian normalmente a la fagocitosis. La des-
granulacion lisosomal dentro de las vacuolas fagociti-
cas es normal o se muestra sélo ligeramente reduci-
da. La deficiente actividad microbicida de los neutro-
filos, los eosinéfilos, los monocitos, y los macréfagos
de los pacientes con este padecimiento, se debe a su
falla para responder con los cambios oxidativos que

P
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Figura 14. Asociado al proceso de la fagocitosis ocurre en las células el llamado “estallido respiratorio”. Este consiste en el consu-
mo incrementado de oxigeno y glucosa y en la produccién de cantidades elevadas de anion superéxido y peréxido de hidrégeno,
ademas de otros cambios relacionados como la activacion del sistema de la NADPH-oxidasa y del ciclo de las pentosas. El estalli-
do respiratorio es tan importante para la actividad microbicida de las células que la literatura sefiala situaciones clinicas asociadas
a la ausencia de NADPH-oxidasa (paso 1), a la deficiencia en la glutation peroxidasa (paso 3) y a la carencia de glucosa 6-fosfato

deshidrogenasa (paso 6).
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Figura 15. Activacion del sistema de la NADPH oxidasa. Siguiendo al contacto entre el receptor CD35 y su ligando (C3b), se ini-
cia en la célula una serie de sefiales en la que participan proteinas G (GTPasas), tirosincinasas y fosfolipasa C, entre otros compo-
nentes. Uno de los intermediarios activados, la proteincinasa C (PKT), activa a su vez a varias proteinas citosélicas (p67°hx, p47°rho
y p40), que fosforiladas (=) se mueven a la cara interna de la membrana, proceso promovido por Rac-1, donde interaccionan con
el citocromo b558 (gp91rhex+ p22°rh) y también lo activan. El citocromo b558 activado captura oxigeno molecular y lo transfor-
ma en anion superdxido (O,). El anidn superoxido es transformado en peroxido de hidrégeno y luego en radicales hidroxilo, que
junto con los “singletes” de oxigeno constituyen la familia de radicales libres del oxigeno (ROI). En la clinica, la prueba del NBT es
una medida de la capacidad microbicida de las células fagociticas y refleja el funcionamiento de esta via metabdlica. El NBT se
reduce tanto por el sistema de la NADPH-oxidasa como por el anion superoxido producido (recuadro) (esquema basado en las

referencias 98, 99, 106, 107).

normalmente acompafan a la fagocitosis.”” El siste-
ma enzimatico que cataliza los cambios oxidativos se
conoce como sistema de la NADPH oxidasa y consiste
de cuando menos 4 subunidades: las glicoproteinas
gp91phox y p22phox (las dos subunidades del citocro-
mo b558 membranal el cual es el acarreador electro-
nico terminal de la oxidasa), y las glicoproteinas
p47phox y p67phox, los dos componentes citoplasmi-
cos del sistema (Figura 15). La forma ligada al sexo
(X) del desorden, la cual corresponde aproximada-
mente al 60% de los casos, esta relacionada con un
defecto en el gene que codifica para el componente
gp91phox del citocromo b558. Sin embargo, la forma
autosémica mas comun de la EGC, responsable de
aproximadamente el 30% de los casos, resulta de una
falla en la sintesis del componente citoplasmico
p47phox.%8°° Los defectos en los otros componentes
(p22phox y Rac?2) son heredados como autosémicos y
constituyen el resto de los casos de EGC.

Volumen 29 No. 2 Abril-Junio 2004. pp 55-67

Deficiencia en la glutation-peroxidasa.

En mujeres se ha descrito una enfermedad semejante
a la EGC. Las células de estas pacientes tienen un
defectuoso metabolismo oxidativo y una capacidad
bactericida también reducida. EI defecto parece de-
berse a una deficiencia en la peroxidasa del glutation
de los leucocitos.!® Esto diferencia este sindrome del
encontrado en hombres (ligado al X) ya que éstos no
presentan tal deficiencia.

Deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

Otra deficiencia del metabolismo oxidativo resulta de
la carencia de la deshidrogenasa de la glucosa-6-fos-
fato (G6PDH) leucocitaria.®*102 Aqui los leucocitos
muestran ingestién y desgranulacién normales pero
tienen un marcado defecto bactericida in vitro. Las
células deficientes en G6PDH no muestran los cam-
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Figura 16. La muerte de los microorganismos por las células fagociticas ocurre por la accién conjunta de los radicales libres del
oxigeno (ROI: anion superéxido, radicales hidroxilo, peroxido de hidrégeno), de los radicales libres del nitrogeno (6xido nitrico)
(no ilustrado), y de los péptidos y proteinas microbicidas contenidos en los granulos lisosomales. Las enzimas hidroliticas juegan un
papel decisivo en la digestion de los microorganismos gravemente dafiados, aunque algunas enzimas, como la lisozima, muestran
un efecto microbicida directo sobre algunos microorganismos, en tanto que otras, como la mieloperoxidasa (MPO), utiliza al pe-
roxido de hidrégeno como sustrato para producir, junto con haluros, compuestos altamente toxicos (esquema basado en las refe-

rencias 109, 110, 116, 119, 130).

bios oxidativos de la fagocitosis. Bellanti y cols,*en-
contraron que la G6PDH en los pacientes con ECG
era relativamente inestable y propusieron que esto
podria ser la causa de la enfermedad. También se ha
sugerido que la inactividad de la enzima podria de-
berse a la falta de produccion de NADP.1% Es proba-
ble que el defecto primario dé como resultado una
disminucion en los niveles de NADP, y que esto con-
duzca a una disminucion en la actividad de la
G6PDH.

Origen de los cambios oxidativos

Durante el proceso de la fagocitosis se activa una oxi-
dasa que cataliza la siguiente reaccion general:

Oxidasa
O, + XH, - X+ H,0,

Esta reaccién explica el aumento en el consumo de
oxigeno y la produccion de H,O, que ocurren durante
la fagocitosis. La estimulacion en el ciclo de las hexo-
sas monofosfato (HMP) podria describirse en diver-

60

sas formas dependiendo de la identidad del sustrato
X. Aungue en un principio se propuso que el sustrato
podria ser el NADH y la enzima una NADH oxidasa,
actualmente hay suficientes evidencias que confir-
man que la enzima es una NADPH oxidasa y el sus-
trato el NADPH:%

NADPH-oxidasa

O, + NADPH + H* - H,0, + NADP™
Desde un principio esta proposicién tuvo la venta-

ja de poder definir con una sola reaccién los 3 cam-
bios metabdlicos observados durante la fagocitosis,
ya que esta oxidasa produce directamente un aumen-
to en la concentracion de NADP™, el sustrato limitan-
te para el ciclo de las HMP. La reaccién también ex-
plica satisfactoriamente el defecto observado en los
pacientes con deficiencia en la G6PDH, ya que se es-
peraria que estos pacientes tuvieran una falta relati-
va de NADPH como resultado de la falla en la activa-
cion del ciclo de las HMP. Los PMN de los pacientes
con ECG carecen de esta actividad enzimética.’*® No
obstante, un argumento en contra del papel de esta
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enzima es su parcial sensibilidad a iones CN- ya que
el grueso del proceso respiratorio es practicamente
insensible a la inhibicion por este compuesto.

Reduccidn del nitroazul de tetrazolio (NBT)

Durante la fagocitosis también se ha observado un
incremento en la capacidad de la célula fagocitica
para reducir al nitroazul de tetrazolio (NBT, nitro
blue tetrazolium).107.108 | 3 reduccion del NBT ocurre
cuando, compitiendo con el oxigeno, la molécula es
reducida por el sistema de la NADPH-oxidasa hasta
su estado de formazan, un producto insoluble de co-
lor azul. La reduccién del NBT también ocurre por
efecto directo del anion superéxido (Figura 15). Las
células de los pacientes con ECG, o con deficiencia en
la G6PDH son incapaces de reducir al colorante tan-
to en condiciones de reposo como de fagocitosis. El
anion superoxido también reduce al grupo hemo del
citocromo c (Fe®** - Fe?*), incrementado su absorcién
de luz a 550 nm. Esta es la base para la cuantifica-
cion bioquimica del anién superdéxido.

ACTIVIDAD MICROBICIDA

Todos los mecanismos anteriores postulan que se
produce H,O, y que éste es responsable de la activi-
dad microbicida de las células, ya sea por su capaci-
dad bactericida intrinseca o por su interaccion con
mieloperoxidasa y un haluro (Figura 16). EIl ultimo
mecanismo conduce a la iodinacion de la pared celu-
lar microbiana,®la produccién de aldehidos bacteri-
cidas por descarboxilacion de aminoéacidos o el rompi-
miento oxidativo de enlaces peptidicos en las protei-
nas bacterianas.'® La sintesis de H,0, en PMN y
fagocitos MN durante la ingestién de particulas no es
inhibida por CN-. Esto indica que la oxidasa involu-
crada no es una hemoproteina. El producto primario
de la reduccion del oxigeno por la NADPH oxidasa es
el anion superoxido (O,) el cual puede reducirse de
manera espontanea, o por efecto de la superoxido dis-
mutasa (SOD), hasta H,0,, o puede reaccionar con el
H,O, ya formado, para producir radicales hidroxilo
(OH) los cuales son todavia mas reactivos:

Oxidasa
a) XH2+O2 - 02'+ H*
SOD
b) O2 - H202

¢) O, +H,0,+H* > HO +H,0+O0,
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Las evidencias que establecen el papel del H,O, en
los mecanismos bactericidas de los fagocitos, derivan
de los estudios con células de pacientes con la ECG.
Los leucocitos de estos pacientes no pueden matar a
la mayoria de las bacterias catalasa positivas, sin em-
bargo matan con facilidad a las bacterias catalasa ne-
gativas,'! quiza porque éstas, al producir peréxido de
hidrégeno compensan la deficiencia metabdlica de la
célula. Las bacterias catalasa positivas quedan confi-
nadas en un fagosoma en donde no se produce pe-
roxido de hidrégeno, al mismo tiempo que las peque-
fias cantidades de H,O, producido por los microorga-
nismos como desecho metabdlico son neutralizados
por la catalasa de origen microbiano. Por el contra-
rio, los microorganismos catalasa negativos como los
neumococos producen peroéxido de hidrégeno que no
llega a neutralizarse (por la falta de la enzima) y que
por lo tanto se concentra en el fagosoma participando
en el suicidio microbiano.

La actividad microbicida del H,0O, se incrementa
notablemente por la mieloperoxidasa (MPO) en pre-
sencia de un haluro. La MPO y el haluro, mientras
disminuyen la cantidad de H,0, presente, incremen-
tan su capacidad para atacar otros sustratos vulnera-
bles que son cruciales para la replicacién microbiana
(Figura 16). La existencia de este mecanismo bacteri-
cida en neutroéfilos fue descrita por el grupo de Kle-
banoff,%® quien demostré que el haldgeno se fija co-
valentemente a proteinas de la particula ingerida.

La MPO es llevada al fagosoma por desgranula-
cién mientras que los haluros penetran probable-
mente por difusiéon. Tanto el Cl- como el I intracelu-
lares pueden servir como cofactores para la actividad
bactericida del sistema. El I podria ser captado por
los fagocitos a partir de las hormonas tiroideas, e in-
sertado subsecuentemente en las bacterias fagocita-
das.'*2 En los PMN maduros hay dos tipos diferentes
de granulos, los pequefios son MPO negativos y mas
abundantes que los mayores, MPO positivos. La can-
tidad de MPO en los leucocitos PMN es tan grande
gue puede llegar a constituir hasta el 5% del peso
seco celular.''® Las peroxidasas solas en general care-
cen de efectos antibacterianos pero en presencia de
H,0, promueven la formacion de intermediarios alta-
mente toxicos.

También se ha encontrado que la lactoperoxidasa
(LPO) inhibe el crecimiento de varios microorganis-
mos cuando se combina con iones tiocianato (SCN") y
H,0,. Este sistema microbicida parece existir natu-
ralmente en saliva y leche. Los iones tiocianato pue-
den ser reemplazados por iones yoduro y la LPO por
MPO purificada.!*

61



Oscar Rojas Espinosa y col.

La MPO de los leucocitos PMN de cobayos y la
LPO de la leche muestran un efecto bactericida so-
bre E. coli cuando se encuentran en presencia de yo-
duroy H,O,. ' Las enzimas purificadas pueden sus-
tituirse por la fraccion granular de los PMN, el H,O,
por un sistema que lo genere (glucosa + glucosa-oxi-
dasa), y el yoduro por tiroxina o por triyodotironina.
El efecto bactericida es mas grande a valores de pH
acido (pH 5.0). Para maximo efecto bactericida del
sistema, la bacteria debe estar presente en la mezcla
de reaccién durante la oxidacion del yoduro; esto su-
giere la participacion de intermediarios labiles de
oxidacion del I- mas que la participaciéon de produc-
tos estables tales como el yodo (l,). La yodinacion de
la bacteria por el sistema de la MPO-1-H,O, se ha
demostrado quimicamente y por auto-radiografia.
La fagocitosis de las bacterias por los leucocitos
PMN se asocia con la conversion del yoduro a pro-
ductos yodinados precipitables con TCA. El yoduro
se localiza en el citoplasma de los leucocitos sobre
las bacterias ingeridas.

La importancia de este sistema microbicida en
neutrofilos es muy evidente en situaciones como la
ECG de los nifios. Los PMN de estos pacientes no ge-
neran H,0, durante la ingestion de particulas y son
incapaces de matar a microorganismos catalasa posi-
tivos (S. aureus, muchas enterobacterias, C. albi-
cans, etc.), sin embargo son capaces de matar a mi-
croorganismos catalasa negativos (estreptococos o
neumococos). De manera congruente, los PMN de pa-
cientes con ECG no producen cantidades detectables
de anidn superéxido!® y la inclusion de superoxido
dismutasa (SOD) dentro de la vacuola fagocitica con-
duce a la inhibicidn de la actividad bactericida de los
leucocitos. La SOD es una proteina que contiene
Cu**, usualmente se obtiene de eritrocitos y cataliza
la conversion del superéxido a oxigeno y peréxido de
hidrégeno:

SOD
20, +2H" > 0O,+H,0,

El superoxido generado in vitro puede destruir
muchos tipos de bacterias.'*®* También se ha demos-
trado que el citoplasma de los PMN contiene una
SOD soluble cuya funcién podria ser la proteccién
de la célula contra el superéxido que produce.'’ Al-
ternativamente podria funcionar como un mecanis-
mo que asegura la produccién de pero6xido de hidro-
geno.

Durante la fagocitosis también se generan otros
metabolitos del oxigeno tales como el “singlete de
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oxigeno” (*O,), cuya relajacion hasta su estado basal
da como resultado la emision de energia en forma de
guimioluminescencia (QL). Los PMN de los pacientes
con ECG tampoco muestran la QL que se observa en
las células normales.’® La adicion de SOD a las célu-
las durante la fagocitosis, inhibe muy considerable-
mente la emisiéon de QL.

0;+0; - 10,+0,"

Proteccion contra los efectos toxicos de los
metabolitos del oxigeno

Los leucocitos PMN vy otras células inflamatorias
responden a su estimulacién apropiada con la gene-
racion, entre muchas otras sustancias, de anién su-
peréxido, parte del cual escapa al medio extracelu-
lar. El anién superéxido da origen a las otras espe-
cies reactivas del oxigeno entre las que se encuentran
el peréxido de hidrégeno, los radicales hidroxilo y
las moléculas de “singlete” de oxigeno. Se sabe que
estos materiales téxicos son causa de dafio tisular
por lesién de las membranas citopldsmicas y de los
organelos celulares. Experimentalmente se ha visto
gue el anién superéxido por si solo es capaz de des-
polimerizar al acido hialurénico, de degradar colage-
na, de inactivar enzimas, de oxidar lipidos, de lesio-
nar al DNA, de atacar membranas y de lisar célu-
las.'*® Dentro de las células fagociticas, los radicales
libres del oxigeno alteran la integridad de la mem-
brana fagosomal escapando primero al citoplasmay
de aqui al exterior de las células. El efecto toxico de
los metabolitos del oxigeno se neutraliza por la su-
peréxido dismutasa (SOD) tisular y celular, por la
catalasa, y seguramente por algunos otros mecanis-
mos presentes en los PMN y en los MN y macrofa-
gos (Figura 16),

Las técnicas de medicién bioquimica de los meta-
bolitos del oxigeno permiten medir, con un grado
variable de eficiencia, solamente la fraccién de ellos
gue logra escapar de las células hacia el medio ex-
terno.

Oxido nitrico (NO)

Un novel mecanismo citotéxico de los macréfagos
incluye la participacion del 6xido nitrico. EIl 6xido
nitrico se genera a partir del metabolismo de la L-
arginina y su produccién se regula por efecto de al-
gunas citocinas como el interferén gamma (IFNy).
La produccién de 6xido nitrico se puede inducir
experimentalmente estimulando a los macro6fagos
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con diversos materiales, entre ellos los lipopolisa-
caridos (LPS) de enterobacterias. El sistema de la
arginina-éxido nitrico fue descubierto por Hibbs y
su grupo'® cuando demostraron que se requeria de
L-arginina para que los macro6fagos activados pu-
dieran ejercer sus efectos citotéxicos sobre células
tumorales. También encontraron que la D-arginina
no sustituia a la L-arginina y que la N®-monometil-
L-arginina era un potente inhibidor competitivo
del aminoéacido y del sistema citotéxico dependien-
te del mismo.

L-Arginina:
H,N-C(=NH)-NH-CH,-CH,-CH_-CH(-NH,)-COOH

NC-monometil-L-Arg:
NH(-CH,)-C(=NH)-NH-(CH,),-CH(-NH,)-COOH

El 6xido nitrico (NO) es un intermediario en la via
de transformacién de la L-Arg a citrulina y a los radi-
cales nitrito y nitrato (NO, y NO,).

Un posible mecanismo de reaccién para la sintesis
de ‘NO a partir de la L-Arg es el propuesto por Mar-
letta y cols'? donde se incluyen los siguientes inter-
mediarios (sélo se hace referencia al grupo guanido
de la arginina):

/NHZ /NH-OH j / N
C=N*H, C=N*H, C=N*H, ¢ c:o
\Nr'—’\“f* oy 2 o
(CH,), (CH,), (C|H2)3 (CH,), (CH,),
Cil-I-NH2 clH-NH2 C!—I-NHZ clH-NH2 clH-NH2
Cl)OH Cl)OH C|OOH (|IOOH C|OOH

ornitina citrulina

(+ Oxido nitrico)

L-arginina NCOH-L-arginina nitrosamidina

La produccion de nitritos y de nitratos a partir del
oxido nitroso puede ocurrir de acuerdo a las siguien-
tes reacciones:

2°NO + O2 - 2 -NO2
oxido nitrico 6xido nitroso
2 -NO2 + HZO - NOZ' + NO3' + 2H™*

6xido nitroso nitrito nitrato

Dado su caréacter inestable y al igual que los radi-

cales libres del oxigeno, el 6xido nitrico interacciona
avidamente con una infinidad de grupos quimicos
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presentes en muchas moléculas causando en ellas al-
teraciones estructurales y funcionales, ademas de
rompimientos moleculares. En las células blanco el
oxido nitrico inhibe la sintesis de DNA y su actividad
respiratoria.

Ahora es bien reconocido el hecho de que el 6xido
nitrico es el principal agente responsable de la des-
trucciéon de microorganismos de vida intracelular
(Leishmania, M. tuberculosis, Brucella abortus, etc.).

EVALUACION DE LA FUNCION FAGOCITICA

A la fecha se han escrito varias revisiones sobre los
defectos en la funcién fagocitica y sus consecuencias.
Tres publicaciones representativas de ellas son las de
Edelson y cols'? Repo,'?® y Boxer y Morganroth.!'” So-
bre la base de la informacion contenida en éstas y
otras publicaciones, Axtell*** sugiere un procedimien-
to general para la evaluacion de los pacientes en los
gue se sospecha un desorden en la funcién fagocitica:
La evaluacién de un paciente bajo sospecha de pre-
sentar deficiencias fagociticas debe siempre empezar
con una biometria hematica ya que la granulocitope-
nia es probablemente el desorden mas frecuente del
sistema fagocitico. Sin embargo, no obstante la
granulocitopenia, es poco probable que esta condicidn
se encuentre asociada a algun defecto cualitativo en
la funcién de los neutrdfilos y por esto se debe inves-
tigar la etiologia de la granulocitopenia. La presencia
de anticuerpos antineutréfilo (ANCA), por ejemplo,
puede explicar la neutropenia inducida por drogas, la
neutropenia postinfecciosa y la neutropenia autoin-
mune. La neutrofilia, por otro lado, aunque esté fre-
cuentemente asociada con infeccién aguda, también
es un hallazgo comun en los casos de deficiencias en
las proteinas de adhesién (LAD).

Las anormalidades en la funcién de las células fa-
gociticas pueden estar relacionadas con defectos en
adherencia, locomocién, deformabilidad, reconoci-
miento, adhesion, ingestion, formacion de fagosomas,
desgranulacién, capacidad para matar microorganis-
mos, o eliminacion del material ingerido. Las pruebas
estandar de la funcion fagocitica incluyen las prue-
bas de reduccion del nitroazul de tetrazolio (NBT) y
la emisién de quimioluminescencia.

En la prueba del NBT, los neutréfilos se incuban
con el colorante oxidado, se estimulan con éster for-
bélico (PMA) o con particulas ingeribles y se exami-
nan al microscopio para buscar la presencia o ausen-
cia de formazan azul dentro de las células. Usual-
mente la totalidad de las células normales son
capaces de reducir al NBT mientras que los neutrdfi-
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los de los pacientes con enfermedad crénica granulo-
matosa (CGD) no lo hacen o lo hacen limitadamente
(0-10% de las células) por mecanismos diferentes a la
produccién de superéxido. Entre estos extremos pue-
den encontrarse resultados intermedios en los porta-
dores de un alelo defectuoso (en la CGD ligada al X) o
en otras formas menos severas del defecto (CGD no
ligada a X). Si se cuenta con un citofluorometro, el
estallido respiratorio se puede medir con un sustrato
fluorescente como el diacetato de diclorofluoresceina
o la dihidro-rodamina.

El ensayo de quimioluminescencia (QL) también
es util para medir la respuesta oxidativa de los fagoci-
tos ante una variedad de estimulos solubles y particu-
lados. Este ensayo también detecta anormalidades en
el metabolismo oxidativo de los leucocitos de los pa-
cientes con CGD y en los casos de deficiencias en lac-
toferrina y en mieloperoxidasa. En los ensayos de QL
se usa un quimioluminémetro, o un contador de cen-
telleo con opcion para QL. Durante la fagocitosis las
células producen radicales libres del oxigeno (ROI)
que a su vez reaccionan con sustratos oxidables pre-
sentes en los microorganismos incluyendo lipidos,
proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, produ-
ciendo intermediarios inestables que liberan energia
luminica al regresar a su estado basal. También se
puede recurrir al empleo de métodos bioquimicos es-
pecificos para medir perdéxido de hidrégeno y anién
superéxido.

Por otro lado, la presencia de granulos gigantes en
los leucocitos de sangre periférica y defectos en la
quimiotaxis de estas células, son casi patognomoni-
cos del sindrome de Chediak-Higashi (CHS). En
cuanto a deficiencias en los granulos primarios (azu-
réfilos) y secundarios (especificos), las tinciones his-
toquimicas o inmunoquimicas para mieloperoxidasa
y para lactoferrina, respectivamente, pueden ser de
utilidad en el establecimiento del defecto.

En el sindrome de disfuncion de la actina los estu-
dios de quimiotaxis y de ingestién de particulas se-
rian las pruebas de rutina recomendadas, aunque la
cuantificacion bioquimica de la actina-F seria la
prueba definitiva.

Finalmente, las enfermedades por deficiencia en
las proteinas de adhesién (LAD) se establecen eva-
luando la expresién de estas proteinas en la superfi-
cie de las células utilizando anticuerpos anti-CD11(a,
b, ¢)/CD18 y las técnicas de citofluorometria e inmu-
noelectrotransferencia. Otras pruebas complementa-
rias, aunque menos rutinarias en la clinica, para eva-
luar la funcién de las células fagociticas incluyen la
medicidn de la capacidad de las células para respon-
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der a estimulos fagociticos o inflamatorios con la ex-
presion de receptores de diverso tipo (FcR, CR1, CR3,
TLR, etc.), con la expresion de actividad microbicida
o0 citostéatica, con la sintesis de citocinas como IL-1,
TNFa o IL-6, o con la sintesis y liberacion de 6xido
nitrico, entre otras manifestaciones de la actividad
celular.

Por nuestra parte, actualmente estamos preparan-
do “un paquete” de técnicas para evaluar la funcién
fagocitica de manera rapida, practica y econémica.
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