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Resumen
Se estudid el método para Ia cuantificacion de Ia quimiotaxis propuesto por Nelson en 1975, el

cual se basa en la-mig de los K “bajo ag . Se estudiaron tres gnipos de
pacientes con: angioedema en fase aguda, angioedema-urticaria y rinitis alérgica, y se
compararon con un grupo de sujetos no atépicos, para determinar si la técnica evaluada tenls

algiin valor como apoyo 8l médico alergdlogo pars el mejor manejo de kos pacientes con esias

enfermedades. Se estandarizaron los pard de: dad celular, ion del
quimloatractante y tismpo de incubacién. Se utilizaron cajas Peiri con agarosa; con series de 3
pozos con diémeiro de 2.5 mm y distancia entre los pozos de 2.5 mm. En el pozo central se -
* pusieron 10 pl de una suspensién celularde 6.5 ¢+ 1.5 X 10" PMNL/mI; en el pozo extemo 10pl
de ZAS (dilucién 1:2 de una relacién 1 mg de zimosan : 1mi mezcia de sueros); y en el pozo
intemo 10 ul de RPMI-1640; después de 22 horas de incubacién a 37°C con atmésfera de aire
mu §% de CO;, se midid {a migracién de las célilas hacis @1 pozo del quimioatrattants. Los
m;unndos obtenidos mostraron que se trata de una técnica sencilla, econdmica, reproducible y
no requiers de material especial por lo que podria implementarse en cualquier laboratorio
clinico. Se encontrd que la quimiotaxis de fos grupos de angioedems en fase aguda y-de rinitis

alérgica, al compararios con el grupo control, p diferencia estadisti

significativa (p<0.05 y p<0.05 respectivamente), r\gspaldando ego resultado con la diferencial
quimiotdctica (p<0.01 y p<0.05 respectivamente). El grupo de pacientes con angioedema-
urticaria no mostrd diferencia estadisticamente significativa con respecto al hmpo control de

sujetos no atépicos. Estos permi d la posibie utilidad de esta técnica,

aunque se req de més p y con una poblacion més amplia para su

evaluacién final.




1.0 Antecedentes
Las primeras investigaciones sobre quimiotaxis se iniciaron en 1888 con los experimentos de
Theodor Leber que seniaron las bases de su teoria sobre e) origen de Ia inflamacién (1].

En {a investigacion sobre la relacién que existia entre la quimiotaxis, I8 Inflamacién y ia
gocitosi los dios realizados pof' Elie Metchnikoff en 1890. En 1893

Metchnikoff, en su teoria fagocitica, puso de manifiesto !a importancia de Ia quimiotaxis de ks
fagocitos dentro de! proceso de [a inflamacién {1).

Menkin en 1938 utilizando Ia técnica del tubo capllar aisté un factor quimiotactico y concluyd
que se trataba de un polipéptido al que llam6 "leucotaxina® [1).

Fue hasta 1962, cuando Boyden desarrollé l1a técnics de “fittro de membrana®, disefié una
chmara que lleva su nombre y estandarizé la evaluacién de 1a quimiotaxis ®in vitro® [2,3},

En 1972 Goetzl y Austen desaroliaron ¢l método de radioensayo utilizando cromo 59 como'
marcador, para e estudio de 1a locomocién de neutréfilos [4].

€n 1974 Cutler describié el método "bajo gel de ag ",y lo 6 con el método de

. Boyden para el estudio de a quimiotaxis de leucocitos pollmorfonucleares [5).

En 1975 Nelson describié una modificacién del método de Cutler, el cual pemmite medir Ia

q is 0 6n dirigida y la quimiocinesis o migracién al azar; req pocas células

es répido, simple, reproducible y econémico [6.7).




2.0 Aspectos celulares y humorales de la quimiolaxis
En Is quimiotaxis participan, entre olros componentes, una serie de células qus se originan de
una célula madre pluripotencial que se multiplica continuamente en ia médula 6sea. Entre estas

células 3o encuentran los | itos p (PMNL): neutréfilos, baséfilos y

eosindfilos; y los leucocitos mononucleares: monocitos, macréfagos y linfocitos {6) (Fig.1).

2.1 Neutréfilos
Las funciones principales de los neutrdfios son: la fagocitosls y la destruccion de agentes

invasores, en |a fase temprana de la respuesta inmunoiégica [8).

Los neutréfilos p p n su sup

para: la porcién Fc de 1a IgG y de la igA; Is
N-formil metionil leuci! fenil alanina (IMLP); para diversos factores quimiotécticos y citocinas
‘(Ver Tabla i); los productos derivados del écido araquidénico (Ver Tabla 2); los fragmentos
derivados del del ph {Ver Tabla 3); los fragmentos derivados de C3 (Ver

Tabla 4) y para los fragmentos de la colégena, laminina y fibronectina que son componentes de
{» matiiz extracelular {8,31).

Los neulrdfitos poseen moléculas de adhesién, sobre su superficle celular, como la L-seleclina

cuya actividad para unirse a las células endoteliales parece incrementarse después de la

exposicién a los factores quimiotdcticos; asi como las integri que se

presintetizadas sobre la b ds p f lculas en el citoplasma. Cuando et

neutréfilo es activado, estas i se con fa " y las g son
portadas hacia la superficie celutar [32].

2.2 Eosindfilos

Los eosindfilos son células esencialmente secretoras y reguladoras asl como con cierta

actividad fagocitica en el proceso de Ia inflamacién [8,13).
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Figura 1.- Origen de ias céluiss del sistema inmune

GM-CSF= Faclor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos G-CSF= Factor estimuiants de colonias de granulocitos

M-CSF = Factor estimulante de colonias de macréfagos L = Interleucina
NEU = Neutréfilos EOS = Eosindfilos
BAS = Basffiles T = Linfocites T
8 = Linfocitos B NK = Linfocitos asesinos naturales

PMNL = Leucocites polimorfonuciesres

Ref. [9,10)




Tabla 1.- Principales sustancias quimicas implicadas en ia quimiotaxis

11,12

13

HISTAMINA Sintetizada en las céiulas yen 3 con los H1, H2 y H3 de la céluls blanco.
fos bastfilos. Se libers de inmedisto | Como mediador, es ligando de receplores H1; como regulador,
con la desgranulacién celular. es ligando de receptores H2. Ls estimutacion del receptor H1

ap : a i6n del
muscuio liso de los bronguics y de 18 mucosa intestinal, 1a
iecién p a i6n de moco nasal,
incrementa la quimiotaxis de leucocikos, y produccion de
prostaglandinas en tejido puimonar. La estimulacion del
receptor H2 inhibe ta desgranulacién de! baséfilo, incrementa
is produccién de moco en (as vias respiratorias, increments la
secrecién gdstrica, disminuye Ia liberacién de enzimas,
aumenta la permeabilidad e inhibe {a quimiotaxis de leucocitos.
La estimulacin del receplor H3 intibe fa liberacitn de
histamina y disminuye su sintesis.
FIBRINOPEPTIDOAYB |Frag: 3 del fibrindg Factores quimiotécticos para monocitos y macrofagos.
1a accién de la trombina.
TETRAPEPTIDOS Sintetizadas en las células csbedas y | Ligando de de aébil de
QUIMIOTACTICOS PARA |en los basifMos. Liberacibn  a|eosindfios. Incrementan la expresidn de ieceptores para el
EOSINOFILOS consecuencia de [a desgranulacion

(Ech)

compiemento en los eosinGfilos y la sintesis de PAF.

113




mamumwwa
ecsinéfilos y neutrofilos.

Ligando de 3 de me ! neutrofilica
transitoria. Incremento en (s expresién de receptores para ei
complemento en los neutrdfilos. Quimiotaxis de neutrdfilos. Se
ha identificado durante Ia induccitn experimental de urticaria y
uonmmmmw'm.muem
de €1 C3b en nevtrifilos

IFN a sintetizado principsimente por
leucacitos. IFN y sintetizado por
linfocikos TH1 y NK.

113

Ligando de receptores de membrana. €l IFN y activa los
macréfagos, neutrdfiios, linfocitos NK, y chlulss endotetiales.
Induccion del MHC clase [i sobre APCS y células somiticas.
Efectos antivirales, E} ¥FN y incrementa |a activided de los
linfocitos TH1 y por lo tanto incrementa a inmunidad celular,
pero inhibe ta profiferacin de los linfockos TH2 y asi tiende &
suprimir ia inmunidad humoral. Esto no solo disminuye |a
produccién de W4 por los linfocikos TH2, sino también
potencisliza la inhibicidn de los efectos de la L4 sobre los

14,15,
18




Polimero del fragmento mayor def
fibrindgeno originado por la accidn de
1a plasmina.

Se asocia a |a fibronectina, este compiejo sirve de matriz para
Ia migracién, activacion y proiiferacién de monocilos,
macréfagos, fibroblastos y céiulas epiteliales.

INTERLEUCINA 1
1)

Sintetizada por monocitos, macrifagos,
chulas  denddticas,  neutrbfilos,
endoteliates, linfockos T, By NK: y
musculo liso, entre otros.

Ligando de receptores de membrana. Estimula a los linfocilos
T y B e induce la respuesta inflamatoris, 1a produccidn de
prostaglandinas y enzimas de degradacién como la
colagenase’ Vitusimente todas {as céiulas del cuerpo tienen
receplores para IL-1. Actiia especificaments sobre fagociios
mononucieares y ef endolefio vascular incrementando la
sintesis adicionat de IL-1 @ induciendo (a sintssis de iL-8, PGs,
IL-8, GM-CSF, TNFa, ICAM-1. A bajas concentraciones la IL-1
es mediador de Ia inflamacidn local, ol igual que el TNFa,
actia sobre las céiulas endolelisles promoviendo la
coaguiacién e incrementando la expresidn de moléculas de
adhesion. Cuendo se secreta en grandes cantidades, entra ai
tomente circulatorio y muestra efeclos endocrinos. La -1
sistémica comparte con o TNFa [a capacidad de causar fiebre,
de inducir la siniesis de proteinas de fase aguda (proteina
sérica amiloide A) por e higado e iniciar el desecho metabdlico
{caquexis). En ios neutrtfilos estimula la produccién de

11,13,
16




FACTOR DEL
CRECIMIENTO
TRANSFORMANTE
(TGF p)

Tabla 1.- Continuacidn

Sintetizado en macrifagos activados,
eosindfilos, neulrdfilos y plaquetas,
entre otros.

la produccién de linfocinas y anticuerpos. Quimiotéctico pera
los macrdfagos, monocilos y neutrdfilos. Estimula ls expresion
de las moléculas de adhesidn en los monocitos. Inhibe Ia

proliferacién de céiulas epltefisies y endoletiales.

14,18

INTERLEUCINA 8
(L)

Sintetizads en monocitos, macrifages,

Activacién, . desgranulacidn y quimiolaxis de neutrifilos.

NK y fib

F ipacion on la aguds. La iL-8 se
encuentra en [a sangre de pacientes que padecen una resccién
inflamaloria sislémica y trsumas severos; puede ser
ripikismente detsctada en los sitios de inflamacidn, fluidos
sinovisles, wtrilis reumatoide, y tomente circuistorio de
pacientes con shock séptico. Asi, la IL-8 es uno de los

cincipales participantes en i inflamacién sguda.

14,93,
”

FACTOR ACTIVADOR DE
PLAQUETAS
(PAF)

Se genera de un fosfolipido complejo
que ss8 almacens en forma de
precursor en la membrana celutar de
baséfilos, miscuio kso, plaquetas,
eosindfilos y células cobadas.

Ligando de receptores de membrana. Activa a las plaquetas,
induce la agrepacion y Kberacidn de grinulos de las plaquetss.
Activa a neutrfilos y eosindfilos, provocando |a kberacién de
constituyentes granulaces. Es un poderoso quimiotictico pera
eosindfilos. Provoca reaccion de mécula y ppuia ¢ infitracidn
de jeucocites. Quimiotaxis de neutrdfiles. Desgranulacidn,

11,13,
18,19,
202t

de radicsles




Table 1.- Continuscién

Se encuentrm en forma sokuble en la sangre y en las
secrociones, y en forma insoluble en la superficie de las
chlulss y en las matrices celulares; tiene un pepel importante
en ia agherencia entre céiulas o gérmenas. (nferactia con las
integrinas, fa coligena y e fitrindgeno. La interaccion entre la
fibronecting y sus receptores reguis: ol anclaje de las células,

- |su polaridad, su capacidad de migracién y su estado de

diferenciacidn, io cual tiene importancia en ia embriogénesis,

- { en a regeneracién de las fibras nerviosas y como guia en la

exdonsion de los epitelios on el proceso de Cicatrizacion de
herides; y para faciitar la migracidn de ciettas chluiss
permitiendo o facilitando ol que se pusdan desiizar sobre la
Superficie colular.




Tabia 2.- Productos del dcido araquidinico implicados en la quimiotesis

Ligando de

PROSTAGLANDINAD, |Ex (via de la g a partic de P de de la
(PGD,) prostaglandina H (PGH) por una isomemesa en|permeabilidad vascular lo que onigina mécuia y pépuls en
célutas y i ia piel. Modia un infillrado de neutrSfilos hacia la piel e
Inactivacitn enzimética . incrementa (a Quimiotaxis y quimiocinesis de leucocios “in
vitro®. Sinergismo con la accidn de los leucotriencs.
: 'Vasodilatacion.
PROSTAGLANDINA E; |Eicosancide (via ds (a ciciooxigenasa) a partir de |Ligando de receptores de membrana. inhibicion de a
(PGE3) PGH por una isomerasa en células y ion de lss chiulas cebadss. Vasodilstacion.
macréfegos. Inactivacion por deshidrogenacidn | Sinergismo con leucotriencs, snafilataxines, bradicinina e
enzimétics. en el dela iidad
Broncodilatador moderado.
ACIDO Eicosanoide (via de 1a ciclooxigenasa) a partir de |Ligando de receptores de membrana. Quimiotaxis de
HIDROXIHEPTADECA  [PGH por 1a en y | eosinofilos.
| YRIENOICO (HHT) | macrotagos.
ACIDO 12HIDROPEROX!I | Eicosanoide (via de la 12-lipooxigenass) a pertic | Quimiciaxis de neutréfilos. Estimulacion de ia actividad de
EICOSATETRAENOICO | del #cido araquiddnico en plaquetss. Inactivacidn | la 15-lipocxigenasa en los neutrdfilos. Regulacion de la

{$2-HPETE)

enzimética por transformacitn en 12-HETE.

respuests lorunoldgics_
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Quimiotaxis y quimiocinesis de neutrifilos. Aumento de ia
secrecién de los mediadores contenidos en los grinulos de
los neutrdfilos.

B X%
ACIDO S-HIDROPEROX!I | Eicosanoide (via de la S-lipooxigenasa) & partic del
EICOSATETRAENOICO |dcido araquidénico en neutrSfiios, eosindfiles,
{S-HPETE) monocitos, macrifagos, céiulas cebadas y
i ivacio enzimética por
transformacion en S-HETE 0 en LTA,
ACIDO S-HIDROXI Eicosanoide (via de la S-lipooxigenass) por (s
EICOSATETRAENOICO [reduccién del S-HPETE en los leucocitos.
{S-HETE) Inactivacién enzimética.
LEUCOTRIENO B4 Eicosancide (via de la S-lipooxigenasa) por
{L78Y) hidrdlisis enzim#tica det LTA, en neutrifiles,
eosindfilos, monocitos, macréfages, y céiulas
cebadas. Inactivacion enzimdttica .

Ugando de receplores de membrane. Activacion,
adherencia, quimiotaxis, y quimiocinesis de neutrdfilos y
eosindfilos. Incremento de la expresion del receptor CR1
en los macrifegos. Regulacion de [a P

lomunoiégica. incremento en la permeabilidad vascular.

Ref. {11,13,23]
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medio de Cis. Desactivacién a cargo del inactivador de
anafilatoxinas {cininasa 1)

G % s
mamm«mma‘msgnnmmm
potencia de céiulas cebadas y de basifilos. Anafilatoxina de muy|

Fragmento mayor de C4 originado por la accién de C1s o de

Unién a superficies celul [ disrio en [a activaci delJ
i del por la via clisica. Ligando de

olras proteinasas  (plasmina, ivacié
enzimética por 1a accién del factor | cuando C4b estd unido a
ia glicoproteina 45-70, al factor CABP o al receptor CR1.
inactivacién competitiva por unidn con el factor acelerador de
la disociacién (DAF).

receptores (CR1) en monocitos, macréfagos, neutrdfilos, linfocitos
B y plaquetas. Actia como apsonina.

Cla

Originado por la fragmentacién de ia cadena aifa de C3 por
medio de las C3 convertasas: cldsica (C¥52a), aitema (C358b
y C3bBbP) 0 de ofras proteinasas. Desactivacion & cargo de
cininasa I.

Ligando de receptores de membrana. Desgranuiacion potente de
céiulas cebadss y de basifiles. Anafilatoxing de mediana

ivi delap itidad capitar. C . delr
muasculo kiso. Aumento de la liberacion de histamina y de otros
mediadores de la inflamacién.

C3b

Fragmento mayor de C3 originado por la sccion de las C3
convertasas: clasica (C4b2a), aema (C3bEb y C3bBbP) o de
otras proteinasas (plasmina, trombina). Inactivacién
enzimética por la accién del facior | y cuando C3b esté unido
8l factor H; & la glicoproteina 45-70 0 al receptor CR1.
Inactivacién competitiva por la unién al factor acelerador de la

Unién a las membranas celufares. fntermediario en la activacién
de las vias clisica y atema del sistema del compiemento .
Ligando de receplores CR1 en monocitos, macrifagos,
neutréfilos, ecsindfilos, plaquetas, ByKy
Opsonizacién. Depuracidn de compiejos antigeno-snticuerpo|
circulantes. Regulacion de la respuesta inmunoldgica.
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Tabia 3.- Continuacién

Originado por la fragmentacion de la cadena alfa de CS por
medio de las C5 convertasas: clésica (C4b2a3b), altema
(C3bBBP3D) 0 de las otras proteinasas. inactivacion & cango
de la cininasa |

Ligando de receptores de membrana. Desgranulacidn potente de
las céiulas cebadas y de los baséfios. Anafilstoxina de alta
actividad. Faclor quimiotfctico pera neutrdfilos, eosindfilos,
monocitos, y macrofagos. Activacién, marginacion y adherencia

de los neutrSfilos. Contraccién del masculo liso. Activacién del
metabolismo oxidativo de los neutréfilos. e

Csbe7

Formade por [a accién secuencisl no cataltica de sus
componentes. Inactivacién por despolimerizacion esponténea
0 por la unién a la proteina S (vitronectina).

Originado de CSa por la pérdida del residuo de arginina
carboxi terminal. :

Ligando de receptores de membrna, Faclor quimiotictico pars

neutréfilos, monockos y macrofagos. Se fia sobre las cliuias

“blanco” @ inicia le formacién del MAC. :

Anafilatoxina de baja potencia. Difiere de CSa, Gnicaments en que
a de liberar histamina de las oflulas cebadss.

Originado por la fragmentacién del factor B en presencia de
Mg y por ia activacidn proteciitica de D en ia via aema del

eomgememo.

Quimiotaxis de neutréfilos.

Ref. [13,24,25]
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Tabia 4.- Receptorss de membvana celular pars los fragmentos derivados de C3

CR1 (Receptor para C3b) | C3b>iC3b, C4b, C3c Eritrocitos, linfoctos T y B, monocitos, macréfagos, chulas dendriticas
[cD3s] foliculares, neutrdfilos, sosindfilos, célulss de Langerhans.
CR2 (Receptor para C3d) | C3d, C3dg,iC3b Linfocltos B, timoctos, cékulas dendriticas foliculares, chiulas epitelisles,
{cD21] linfocitos efectores. -
CRS(Rmp(ordel iC3b ,C3d, zimosan, cierias{Monocitos, macrifagos, neutrfiios, infocitos K y NK, eosindfilcs, céiules
complemento tipo 3 , Mac-1) | bacterias dendriticas foliculares.
| [COMbCD18)
CR4 (Receplor dei iC3b, C3dg Manacitos, macréfagos, neutrdfilos, linfacitos Iy NK.
compiemento tipo 4, p150,85) |[CD11a)
[CD11c/CD18)
CRS Cadg, C3d Neutrdfilos, plaquetss.
C3aR (Receplor C3a/C4a) | C3a,C4a Neutrifilos, chiulas cedadas, basdfilos, monociios, macréfagos, linfoclios T,
céiulaes de misculo kso.
C3eR Cle Neutréfiios.
CSsR (Receptor CSa) CSa, C5a-des-ang Céiuias cebadas, basifiios, céiuiss endolelisles, neutrdfilos, monocitos)
Jcoes] macréiegos.

Ref.[26,27.28,20,30}
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Los eosindfilos como células efectoras pueden elaborar lipidos mediadores que incluyen 8l
LTC.. y &t PAF: sintetizan custro proteinas catidnicas: la protelna catidnica de los eosindfilos
(ECP), Ia proteina bésica mayor (MBF), la peroxidasa de los eosindfilos (EPO), y la
neurotoxina derivada de los ecsindfilos (EDN'). que podrian estar involucradas en la respuesta
inmunoiégica de tipo alérgico aguda y tardia [21].

Los eosindfilos poseen recepiores pars; la porcién Fc de la i9G y de la IgE (receptores de baja
afinidad), el udpr activador de plaquetas (PAF), la histamina, el factor quimiotictico para
eosindfilos (ECF) (Ver Tabia 1), los productos derivados del dcido araquidénico (Ver Tabla 2),
los fi del

(Ver Tabla 3), y los fragmentos derivados de C3 (Ver Tabia 4),

entre ofros [21,31,33].

2.3 Baséfilos y células cebadas

Las células cebadas se localizan en los tejidos y los baséfilos en el torente circulatorio, tienen

una funcién importante en Is inflamacién mediada por IGE. Interactian répidaments con

alergenos inhalados o ingeridos, secretan una amplia gama de mediadores primarios o

preformados y de mediadores secundarios que producen un incremento en la permeabilidad
vascular, contraccibn del miisculo liso y secrecién de moco [8,11,12] (Ver Tabla 1).

Los baséfilos y las céiulas ceb poseen de alta afinidad para; |la porcién Fc de la

gE, los fragmentos derivados del si del ! (Ver Tabla 3) y para los

fragmentos derivados de C3 (Ver Tabia 4) [8,12,33}.

2.4 Monocitos y macréfagos

Lss funci principales de los y de los macréfagos son: fagociosis, secrecién de

activas, reg 6n h tica, funci6n citotéxica, son células presantadoras de
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antigeno, tisnen interaccionss reguladoras con los infockos ¥ jusgan un papel importante para
iniciar y coordinar & casi todos kos tipos de la respuesta inmunolgica [32,34).

Se han descrito mas de clen sustanciss diferentes producidas por los macrifagos. Le Tabla &
enumera varias de esias sustancias, sigunas de ias cusies estin implicadss en ol mecanismo
de la quimiotaxis [35). '

Los macrdfagos contienen més receplores de membrana para inmunogiobulinas y fragmentos
- -del complemento que los monocitos. Los macrdfagos y los monocitos poseen receplores
eapecificos en su superficie para Ia GG y 1a IgE (de baja afinidsd); para diversos factores
quimiotActicos y cllocinas (Ver Tabla 1); para los productos derivados del dcido araquiddnico
. (Ver Tabla 2); para los fragmentos derivados del sistema del complemento (Ver Tabla 3); y
_ par os fragmentos defvacos da G (Ver Tabla 4) 8.32.34,35,30] :

" 2.6 Coulas endotelisies

- Las obkilas endotelisies participan activaments en la respuesta inmunoiogica promoviendo I
regulacién y emigracin de las célules circulantes. Cuando las obiuiss endoteiales se ven
" axpuestas & cocinas (como IL-1, TNFa y B @ IFN 1), 0 & sustancies liberadas en e siio donde
" ha ocurrido un dafio tsular, se activan incrementando su adhesividad para  monocitos,
neutrofiios y otras céiulas circulantes para straerias sl sitio del daflo [12).

Las céiulas endoteliales p ."y E y selectinas P por el estimulo do
" mediadores como (a histamina y Ia trombina, que se producen en los sitios donde ha ocurido
un daio tisular. Al exp esias selectings pe que se les adhisran 103 leucociios que

circulan por o tomente sanguinso. Esta adherencia también se ve incrementads por la
expresion , sobre 1as céiulas endoteiiales, de !as moiéculas de adhesion Almrcelullr (ICAM)
[22,32,37).

16



TME-WMMMMW

Enzimas Proteina de unién

Lisozimas Proteasas neutras | Fibronectina *

. Elastasa

Hidrolasas dcidas Metabolitos det oxigeno

Prolessas Anién supsrixido

Lipasas Peréxido de hidrégeno

Ridonucieasss Radicales hidroxilicos

Fosfotasas ulete de oxigeno

Derivados del Acido arsquidbnico Citocinas®

Prostaglandings * TNFa s
Leucotrienos * PAF NCF
Prostaciclinss TGF § iL-4
Tromboxsnos IFNa IFNB
Componsntes de! complemento Factores estimuladores de colonias
cialco GM.CSF

Factor B, factor D MCSF

ropenios gcst

* = Sustancias implicadas en ia quimiotaxis

Ret. (32,35}
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Los ICAM son de tipo 1, 2 y 3, bajo e efecto de las citocinas producidss en ks tejidos
afectados Interactian con las integrinas para facilitar o incrementar (s adhesion entre (as

células del si i 0gico. Las células les prod ICAM 1y 2, selectinasE€ y
P; fibronectina, coldgena, fibrinégeno, IL-4, y TNF (Ver Tabla 1) (22,37}

2.6 Plaquetas
Las pl i una serie de di que actian en el proceso de la inflamacién,

sl ser activadas se produce un Incremento en su sgregaciin e inician su desgranulacién
liberando factores de la cobgulldon. PAF, y eisosanoides, enire otros, (Ver Tabla 1 y 2)
[12,37).

2.7 Moléculas de adhesién

La adherencia y el movimiento de las células at y & las células
tisulares estén rvladas por cilocl quimiotdcticos, y moléculas de adhesion
(v ) que se localizan en 1a superficie celular y permiten |a 4n de las células

circulantes al endotelio vascular, a las células tisulares y a Ia matriz extracelular; esta adhesi6n

selleva al cabo por (a unién de ta molécula de adhesion con su ot [22,38).

P P

F las moléculas de adhesién son ! de mensajes al imerior de la
céiula y llegan a unirse al citoesqueleto de la célula fagocitica induciendo su movilided en
loqnl de traccién sobre otras células o en la matriz celular, En muchos casos una molécula de
adhesién puede unir 8 més de un ligando usando diferentes sitios de unién. Las células pueden

regular sus interacciones con olros tipos celulares incrementando el nimero de moléculas de

dhesién sobre la superficie o su gfinidad-avidez. Las células pueden alterar los
niveles de expresién de sus moléculas de adhesién por dos vias: reteniendo o almacenando un

gran niumero de moléculas de adhesion en vesiculas, que pueden ser dirigidas a Ia superficie
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celilar en minutos después de ia activacién celular; y sintetizando y transportando nuevas -

en un p que ocurre en varias horas {38).

" ‘Hasta ls fecha se han identificado un gran nimero de moléculas de sdhesion (Ver Tabla 6),
que se encusniran en proceso de investigacion para definir su funcion pm:iu [39).

Familias de moléculas de adhesitn
1. Las selealnl_s o moléculas de adhesién celular de lectinas (LECCAM) son moléculas
transmembranales producidas principalmente por las células endoteliales al través de un

estimulo de mediadores como Ia histamina yla

que son pi en los tejidos
dafiados. Se han identificado tres tipos: L, E, y P. La L-selectina se expresa esencisiments
sobre los neutrdfilos, macréfagos y algunas poblaciones de linfocitos T. La P-selectina y la
E-selecting, se expresan slo en las células endotellales aclivadas [22,38].

2. La de las

i o moléculas de adhesién § Hul yen al

ICAM-1 2, 3 y VCAM. Excepto el ICAM-3, todos los demds miembros de esta familia son
expresados 0 inducidos sobre el endotelio vascular. El ICAM-3 es una -glicoproteina
encontrada exclusivamente sabre los linfocitos T, monocitos y neutréfilos {22,38].

3. Las integrinas comprenden e! mayor grupo de Jas moléculas de adhesién; cada miembro

consiste de dos polipép unidos no (x y B) y ambos atraviesan 1a

membrana. Las § 1-integrinas estdn Implicadas en la unién de las células a 1a matriz

las f 2-integ ala 16n del al ylas § 3l
(citoadhesinas) en 1as interacciones de las plaquetas y tos neutréfilos en los sitios del dafio o

de [a inflamacién [22,38).

19



ICAM-

ICAM-; Superfamilia lg Endotelio vascular, APCs. LFA-
ICAM-: Superfamifia ig Neutrofilos, knfocitos T, monocitos. | LFA-1, Mac-1
LFA-1 Integtinas Leucocitos. ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3
(CD11a/cD18)
LEU-CAMs.
Mac-1, CR3 imegrinas Fagocitos mononuciesres, [ICAM-1, C3b, C4b, iC3b,
(CD11b/CD18) neutrdfilos, sigunos linfocitos. endotefio
gp 150-95 integrinas Granulocitos, monocitos. ICAM-1, C3b, C4b, endoteho,
(CD11/CD18)
CR4
VLA-1 Integrinas Linfocitos T, fibroblastos. Laminina, coligena
{CD48a)
VLA-2 integrinas Linfocitos T activados, plaquetas. | Coisgena, laminina
(CD4gb)
VLA-3 Integrinas Rif6n, tiroides. Fibronectina, laminina, coldgena
{CD49c)
VLA4 Integrinas La mayor parte de las células|VCAM-1, fibronectina
{CD49d/CD29 icas.
VLA-S integrinas Algunas leucocitos, plaquetas. Fibronectina
{CD49e¢) )
VLA-8 Integrinas Extensa distribucién. Laminina
(CD491)
VCAM Superfamikia ig Superficie del endofelio activado | VLA-4




E-selectina Céiulas endoteliales activadas por | Ligando de E-selectina
(CDB2E) LECCAM .
ELAM-1

P-selectina Seloctinas Células endotefiales y phquls Ligando de P-selectina
(CD62P) LECCAM ldlvadls por trombina.

PADGEM endoteliales activadas pw

Ref. [22,32,38,39.40]
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4. Las adresinas vasculsres, otro grupo de moléculas de adhesidn, se expresan en las vénulss

‘onaotolllles altas (HEV) y también ‘ pueden inducir su expresion en los endotelios

adyacentes a los sitios de inflamacion cronica. Estas moléculss regulan el trénsito de los
linfocitos en los tejidos linfoldes secundarios y en los sitios de Ia inflamacitn [38).

2.8 Componentes humorales implicados en la quimiotaxis

Los factores quimiotécticos son ligandos de receptores de membrana de leucocitos, que’

inducen una respuesis quimiotictica; esto es, un movimiento ceiular direccional en un
gradiente dado. Sin embargo, estos factores no sdio actuan en la respuesta quimiotéctica, sino
también en Ia aclividad metabdiica, generacion de metabolitos del oxigeno, secrecin,
adhesin y otras funciones de los leucocitos [41]. '

Muchos de los factores quimiotécticos son motéculas derivadas del huésped que se producsn
ya sea directamente como resultado del dafio al tejido, o indireclamente por la respuesta del
huésped a ese daflo. En general, los factores quimiotéicticos son sustancias que indican la
presencia de un daflo més que a causa de ese dafio [32).

Tanto los leucocitos polimorfonucieares como los macréfagos poseen, en su membrana,
i para los estos se derivan de los productos metabdiicos

bacteriancs, del sistema do la coagulacidn, de! sistema de las cininas, de los productos
metabdiicos derivados del cido araquidd (Ver Fig.2), pero en forma especial del sistema
del compiemento [8,11,25) (Ver Fig 3 y Tabla 3).

Al activarse ¢l sistema del complemnento, ya sea por la via cldsica o por la via altema, se
generan fragmentos pequefios que i en la inflamatoria & inmunitaria, y

fragmentos grandes que continGan la cascada del complemento. Las fracciones CSa, Cla
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(anafilatoxinas) y C5b87 son tos con una actividad quimiotéctica importante [11,25]
(VerFig3 y Tabla 3).
Las anafilstoxinas p 6n del misculo liso, y desgranulacion de ias céiulas

cebadas y de los baséfilos con la consecuente liberacién de histamina y de otras sustancias
vasoactivas qué inducen la Infitracion capilar [43).

El 8cido araquidénico estd contenido entre los fosfolipidos de la membrana celular. Cuando se
presenta un estimulo inmunolégico, quimico, hormonal o fisico que desestabiliza la
organizacién del dcklo arsquidénico, éste se libera por la accién directa de (a fosfolipasa A2, o
por la accién secuencial de la fosfguplsa C y de la diaciiglicerotipasa; una vez kberado se
metaboliza por las vias de ia eldooxlqenm‘ o de (a lipooxigenasa dando luger &
prostaglandinas y leucotrienos respectivamente (11,31] (Ver Fig.4 y Tabla 2).

Lss prostaglandinas tienen una funcién importante en e! control de [a respuesta inmunolégica .

fa pi 6n de pos y de § En I, las prostaglandinas de clase

E potencializan la accién de ofros mediadores de (a inflamacién, en tanto que las
prostaglandinas de [a clase F las antagonizan [33].

Los medicamentos esteroideos inhiben parciaimente la fosfolipasa, disminuyendo por lo tanto

ia produccién de prostaglandinas y | Los I antlinf; no

esteroideos inhiben la via de la ciclooxig di disminuyendo la p de

prostaglandinas [33].
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TR N

Fosfolipasa C Fosfolipasa A2
—l
ACIDO ARAQUIDONICO (EICOSANOICO)
_Lipooxigenass | [ Cicoorigenssa ]
‘poo:dnenu 12-Liooo§‘mnm 1$le%w 18
: HHT
S-HPETE*———* S-HETE* 12 . 1SHETE < 1S-HPETE®
LA, LTBg 12-HETE
Lipoxina A  Lipaxing B I——"PGE2
lo—— Glutstitn L) (L®)
LTCs ' | ]
1—»Ac.oluumleo
F—pep
LTD4 Ts
1——‘ Glicina .
Tromboxanos Prostaciclinas
LTEy
Leucotrienos : Prostaglandines
Figura 4.- Productos metabdlicos del dcido araquidénico o eicosancioo
TS = Tromboxano sintetasa PS = Prostaciciina sinietasa
HHY = Acido hidroxihepladecatrienoico * = Producios del Acido araquidSnico con actividad quimiotictica

Ref. [11,13,23,31,33)




3.Mecanismo de In quimiotaxis de leucorcitos
polimorfonucleares

En un 8800 s tran fact quimlotécticos en concentraciones isotropicas
(invariables). Cuando en su recomrido se encuentran con una céiula de la cusl son ligandas, $8

unen a efia lo que da luger 8 la polarizacién y a Ia redisiribucién de sus receplores, fo que

permite un i 8l azar o quimiocinesis, sin yccid fijs y con un cambio constante de
orlentacion [44].
Cuando se presenta un daflo tisular agudo, particulas fas, quemaduras térmicas o

quimicss, infecciones bacterianas, otc), el tejido dafado o infectado iibera factores
quuniotlaleos como: fragmentos de fibrina; colf factores sol lib por las

laquetss, células cebadas u otras células; y derivados de |a activecién dei sistema

del complemento, etc. {32].

Los ft&om quimiotécticos se difunden radiaimente desde el tejido dafiado hasta ef endotelio

vascular en donde pueden ser di dos por los Hos circulantes. Durants su
trayecio, los factores quimiotécticos se encuentran con la poblacién de l.oodlo's

4 {en tejidos, 6rg y cavidad ) induciendo su activacién

A (32,44},

Al activarse, los fagocitos i una gran do ias con

actividad quimiotactica (Ver Tabia 5), que al liberarse a 105 tejidos circundantes incrementan la
concentracion de factores quimiotcticos y estimulan a otros tipos de células involucradas en la

respuesta inmunolégica {32).

Al aumentar la i6n de los f quimiot4 (concentracién variable o

anisotropica), ef desplazamiento de la célula fagocitica se hace unidireccional y su velocidad de
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Wtddnulnmrﬂldol_l__svvove‘ea,quuobnnpﬁunnamblodomml :
quimiotaxis [35].

EImounlunodohqmmmmNuFlﬁ.s)mmquafnodﬁwmmmmmdo
pascs, deade la activacitn, marginacion, adherencia, y diapédesis hasta el reconocimiento de
la particula “bianco” pera fagocitarta y finaiments, desiruiria [45,48].

3.1 Activacién, marginacién, adherencia y diapbdesis.

Las oélulas fagociticas poseen s0bre su superfice, receplores para diferentes ligandos que
flevan un mensaje especifico. Al unirse of ligando. 8! recepior, la céiuls es activada y sus
receplores se redistribuyen hacia el frente de la céiule, la membrana se hipemolariza debido &
una mayor entrada de caicio que queda disponible para ser utiizado en ol proceso de
fooomocion, of sodio y o) potasio se trasiocan dando lugar a cambios en el potencisl de la
membrana. Durante la polarizacion, se forman ondas contréctiles que den origen & la
locomocion [11,13,44).

Ls movilidad de las moléculas dentro del citoplasma, la distribucién de ios receptores y los

movimientos de traslacion de ia célula, do es libre 0 independiente, estdn condicionados
por protsinas estructurales y contrictiies como: la tubuling, que & polimerizarse da lugar & la
formacién de microtGbulos; y la actine que al despolimerizarse origina la formacién de
microfibrilias. La interaccién de kos microtibulos y de las microfibriilas inicia Ia formacidn de un
seuddpodo que pemnite ¢l desplazamisnto delll célula en una dlmeqdn determinada [0,44,47).

Los neutrdfilos en movimiento adoptan una morfologla polarizada con un lamelipodio anterior
que se extiends en la direccién del gradiente anisotrdpico de factores qulmimuleos. e cuerpo
celular que esth elongado parsielamente al sje de ta prominencia lamelar, y un urépodo. EI
lamelipodio, es una regién achatads que s8 en ol sitio




Marginacion y emigracion de los neutrdfilos. Al contacto con of endotelio, la L-selectine es
ripidamente exp en is del neutrdfilo, y las integrinas presintetizadas
(incluyendo Mac-1 y LFA-1) son transportadas del citopiasma a la superficie celular. Las
integtinas median 1a unién det neulrdfilo al endotello, y faciiitan la diapédesis hacia los Mm
adyacentes. ’

Ref. 132).



on donde la actina del clossqueleto sufre aiteraciones dinAmicas, este sitio se considera como
el frente de ia cliula e indica la primers unién del receptor al ligando (44,48,

€1 neutrofilo en movimiento tiene camcteristicas morfoldgicas especificas: of borde conductor
el 900d0podo eat libre de grénuios, Mientras quo el borde rezagado © uIBpOdo Muestrs
" deigadss fbriias de retraccion que se adhieren & las oélules endoteiates. EI borde conducior
'umummmamwmwmmm
sirededor e la cbluia pera 1uego sparecer como haces densos en ol uidpodo de I célule
131,44,

Los neutrdfiios tienen. sobre su membrana celulsr, fuertes cargss slectronegativas que los
mantienen separados entre si. Los factores quimioticticos sntagonizan eslas camges y i
permiten Su MAINACION dentro 0% los vasos $80Quineos (8],

La marginacion de los neutrofiics en las paredes de los vasos sanguinecs y su adhersncia @ las
- oblulas endotelisies esté mediada por un grupo de mokculas de adhesidn que Inciuyen a las
selectinas y a las Integiinas [32,38).

La L-selectina se expresa esencisimente sobre 10s neutrofiios ¥ su capacidsd de union a las
’ Géiulss endoteliales parece incrementarse después de que han sido sometidos a un infiujo de
factores quimiotdcticos {32).

Los neutrdfilos ai contacto con el endatelio expresan répidamente sobre su superficie celular a
las integrinas. Cada integrina se une estrechamente a una proteina particular, sobre la
Wmueﬂhmuu(umm yl.FAuumnudaunoallCAMd).‘EnMﬂo
unién mediada por las integrinas, induce la migracién de los neutrofitos de !a vénuls hacia e
tejido adyacente [32].



- Los neutréfilos ya en tejido viajan con movimiento ameboideo, sus Integrinas interacidan con

los componentes de la matriz fular (fib i & i ), hacla e gradiente
de factores quimiotdcticos hasta que liegan al sitio del dafio o infeccidn [32).

3.2 Rec imiento y fagocitosis

. Una vez que la célula fagocitica llega 8l sitio en donde se encuenira la mayor concentracién de
factores quimiotcticos, debe identificar al agents invasor que va a ser fagocitado. Esta funcidn
io Heva a! cabo por receptores que reconocen al sgente invasor, 8 los mknmpoa adheridos a

ellos o a los fragmentos C3b; a estos dos Gftimos 58 les conocen como opsonines [33].

En el sitio de unién del neutréfilo con el agente invasor ("blanco™), se forma un seudépodo que

nSdel al "blanco” dando lugar a una vesicula fagocitica o fagosoma que se despiaza hacia el

interior de la célula hasta con los gré Ndsmicos qus degradan al 'plnnco'
por su accién enzimatica {8]. '

4.0 Aspectos clinicos de las enfermedades de tipo alérgico

La alergia (hipersensibilidad Tipo 1) se refiers a clertas enfermedades en las cuales ia respuesta

inmunotégica & divi i 9 p infi 6n tisular y mal
i i ph La fi de las enf d alérgicas depende de las

icas del individuo, del al y hasta de las condiciones de Ia exposicién [49].
Cuando un individuo at6pico tiene una pri xp én a un se prod una

“sensibilizacién® en la cual el individuo estd asintomitico. Si se produce una segunda

exposicién a ese mismo alerg éste puede con el po especifico o con el
) Ilnlbdlo T efector sensibilizado, dando lugar a una resp i ia que puede p
un p 1 | do en |a nasal, la bronquial, 1a piel, el aparato

digestivo, 0 una combinacién de dos 0 més de estos sitios {50).
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‘Ll atopis se refiere a la predisposicién herediteria para responder inmunitariamente a diversos.

alimnos que se encuentran en el medio ambiente, ya sea inhafados o ingeridos [49).

Las ¥ 9! a los 4 se deben en particulsr a las

rescclones de hipersensibilidad, mediada por IgE, entre las que se encuentran: finitis, urticaria,
angloedema, asma y anafilaxis [50). )

4.1 Urticaria y angloedema _
La ‘ y ol angl p manifestaciones clinicas de: edema localizado, cuténeo ‘
° tneo; en la p ilidad vasculitis necrosante, vasculitis no

[ itis; y d n reacciones inflamatorias en la piel. Se considera que la

liberacin de (a histamina, asf como de otros mediadores de (a inflamacién (en particular los
lsucotriencs), contribuyen a is fisiopatologia de la enfermedad [50,51).

La urticaria 616 afecta (a porcién superficial de la dermis, aparece en miltiples dreas, como
placas edematosas blen delimitadas que son mhy pruriginosas; biancas, rodeadas de eritema,

o rojas que se tornan blancas a la presién [50,51).

El angioedema es un edema localizado y bien delimitado que afecta hasta las capas profundas

de la demmis, incluyendo al tejido celular subcutd Se p [ { en iabios,

ojos, cara, extremidades y genitales extemos [50,52).

Se ha d do que hos casos de urtil y angi son de origen alérgico. En
estos casos la 1gE, que est4 unida a las células ced 4 o subcutd se une al
lergeno p una serie de que d a la desgranulacién de la célula con

la consigulente liberacion de los mediadores de la inflamacién como ocurre en la anafifaxis y en

|a atopia [50,51,53).
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h Tabla 7 muestra la clasificacién de urticaria-angioedema con los diferentes mecanismos que

p caysarla dad [50,52).

4.2 Rinltis alérgica

La rinltis alérgica es la expresidn clinica mds frecuente de la hipersensibliidad atdpica. La
capacidad de los alergenos para desencadenaria s# atribuye al tamafio de los alergencs (entre
llown y 100 um), y a su retencidn en ol Interior de las fosas nasales. No obstante, sunque e!
alergeno penotre hasta las viss respiratorias inferiores, ¢1 hecho de que se desencadene una
respuesia broncoconstriclors por la liberacién de mediadores depende de que las vias
respiratorias presenten una hiperimiabiiidad crénica {50,53).

Los sintomas de Ia rinitis alérgica son: rinomes profusa, estomudo paroxistico, obstruccién
nasal, prurito de nariz y paladar; en general, existe una biefaroconjuntivitis slérgica

concomitante, con prurito intenso de iva y prp miento, i y

fotofobia; los sintomas aparecen en minutos y son ocasionados por los efectos de la liberacidn
end6gena de la histamina, leucotrienos y PGD; en la fase temprana de la respuesta alémgica,

Los fi i i p un oxudadc') lo que di a una
congestién persistente e hiperiritabitidad no especifica del tejido, en la fase tardia do ia
respuesta alérgica [49,50].

E! mecanismo desencadenante de Ia rinitis alérgica se atribuye a la i i6n inicial entre el

iy ¥

alergeno y las células cebadas intraepiteliales, sensibilizadas con IgE especifica. Las muestras

ds biopsia de la nasal una reaccién alérgica, muestran edema submucoso
Importante con infittracién, en especial de eosinéfilos, aunque también se observan algunos

neutrdfilos [50).



Tabia 7.- Ciasificacién de urticaris-angicedemn

1 Mediada por Ia IgE

"[a Distesis opica.

b Sensibiidad sntigénica especifica (stimenios, férmacos, venencs de himendpteros,
helmictos, poienes, epiteios de arimales, hongos).

¢ Estimulos fisicos: dermografismo; frio; iz solar; estimulacion colinérpica (estrée, calor.o
#1orcicio vigoros).

¥ Mediada por el complemento
e . v
b Angicedema adquirido

€ Vascuilts

d Enfermedad del susro

@ Reacciones & hemodertvados

|mNomunciogica ,

a Agentss deagranuisdorss de las cbhiss csbades de accion direc: opidoecs (codelns,
™orfina, reisjartes Musculares (curare, cHubocurdrina), medios de contraste radioidgicos,
antibidticos. ) .

b Agentss que pusdan siersr e meisbolismo del dckdo sraquiddnico (espidne y
Mnowom eolmn-tuuolcosybonzoalu).

IV eiopitica stpica) _

Ret. [30.52]



5.0 Hipbtesis

"¢Existe alguna diferencia entre la quimiotaxis y/o la gquimiocinesis de leucocitos

* polimorfonucieares de pacientes con angicedema en fase aguda, angloedema-urticaris y rinkis
alérgica, en relacion con la quimiotaxis y la quimiocinesis de leucocitos polimorfonucieares de
sujetos no atdpicas? '

6.0 Objcﬂvpc
1. Estandsrizacin del ensayo quimiotfclioo "bajo sgaross® pam la cuantificacién de I

.- diferencis) quimiotéctica y del Indice quimiotéctico de lsucocitos polimorfonuciearss .

.

2. Determinacién del intervalo de quimiotaxis, quimiocinesis, dlfonndal quimiotéctica @ Indice

quimiotéctico de leucocitos polimorfonucieares en sujetos no lldpleos, y en pacientes con
angloedema, angioedema-urticaria y rinitis atérgica.

3. Analizar 3! existe diferencia en la q Imiocinesis, diferencial quimiotéctica e

indice quimiotictico entre los grupos estudiados y el grupo control.

4. Vabrar la conveniencla de impiementar este ensayo en el laboratorio de Alergia e
Inmunologia Cilnica del Hospital de Especialidades dei C.M.N.SXXI, para su uso de rutina.
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7.0 Material y método

7.1 Protocolo clinico

Pldomes valorados en L1} SQMdo de Aleigia e Inmunologla Clinica del Hospitsl de
Especialidades del C.M.N.SXX!, con diagnéstico de angloedema, urticaria, rinitis alérgica, ¥y’

sujetos no atépicos.

Criterios de inclusién para el estudio en sujetos no atépicos:
Adulos entre 20 y 50 aflos de edad
Sexo femenino y masculino

Clinicamente sanos

Criterios de no inclusién para el estudio en sujetos no atépicos:
Antecedentes alérgicos

Tabaquismo

Alcoholismo

Haber estado sometido a sjercicio vigoroso

Estar en tratamiento con medicamentos

Criterios de inclusion para el estudio en pacientes alérgicos
Adultos entre 20 y 50 aftos de edad
Sexo femenino y masculino

Diagnéstico clinico de angiocedema en fase aguda, angicedema-urticaria y rinitis alérgica

Criterios de no inclusion para el estudio en pacientes alérgicos:
Tabaquismo
Alcoholismo

Haber estado sometido a ejercicio vigoroso
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8i ¢ paciente 8 encuentra sometido a aigin tratsmiento con medicamentes, realizario 15 diss

después de haberio suspendid

7.2 Material biolégico

7.2.1 Sangre total heparinizada de pacientes y de sujetos no atépicos pasa obtener leucocios
pobmortnuciebres.

7.2.2 Mezcia de susros de sujetos no atépicos (tlipo O Rh posivo), como fuente de factores
quimiotécticos. '

7.3 Material y equipo
Centrifuga
Congelador a -40°C
Baflo de agua
Estufa bacteriolégica

* Parrilla elécirica

Tanque con aire mis 5% de CO,
Balanza snalitica

Termémetro

Mechero Bunsen

Piantilla de acero inoxidable con perforaciones de 2.5 mm de didmelro separadas entre si por

espacios de 2.5 mm de didmetro.

de acero inoxidable de 2.5mm de didmeiro

Materlal de vidrio comin en el laboratorio, estéril
Micropipetas
Placas Petri de vidrio de 15 X 50 mm, sin rayar y di con alcohol absol

Microscopio invertido

Placa graduada con subdivisiones de 0.1 mm



Cémara de Neubsuer

Potenciémetro

7.4 Ensayo quimiotéctico “bajo agarosa”
(Ver Figua 8) )
Realizar ¢l ensayo en condiciones de eslerilidad

Preparacion del suero activado con zimosan (ZAS)

1. Pesar § mg de zimosan (Nutritiona! Biochemical Comporation).

2. Lavar el zimosan con 5 mi do solucién amortiguadora salina-fosfatos (PBS) pH 7.2 * 0.05,
centrifugar & S00 g por 10 minutos a temperaturs ambisnte.

3, Euminu el sobrenadante y agregar S mi de la mezcia de sueros (7.2.2), para conservar ls
relacion peso:volumen de 1 mg de zimosan:1 ml de suero, k

>

Incubar a 37°C por 30 minutos.

. Centrifugar a 500 g por 10 minutos a temperaturs smblente.

6. Separar cuidadosamente ef sobrenadante e inactivario a 58°C por 30 minutos.
7. Preparar una dilucidn 1:2 de ZAS:PBS.

8. Conservar en alicuotas a -40°C. Ulilizar este ZAS durante todo ¢ estudio.

Preparacion del medio de agarosa al 1%

1. A 094 g de agarosa (Bioxon de México) agregar 47 ml de agua desfilada estérl
precalentads, agitar y colocar en bafio de agua hirviendo hasta su compieta disolucién.

2. Mezclar la solucién de ag con un vol igual de medio de cultivo RPMI 1840 2X
suplementado [RPM1 1840 2X (Glbco), 4 mM/mi de L-glutamina (Gibco) y suero fetal bovino

81 20% (Gibco)), precalentado a 56°C en bafio de sgua.

3. Sobre una superficie plana colocar las cajas Petr; depositar en cada una 7 mi de) medio de

agarosa al 1%, Permitir que el medio solidifique y dejar las placas & 4°C por una hors.



Pllmncomllucodtos

{
d

Plasma rico en leucocios polimorfonuciearss

(pozo 2)

ZAS (pozo 1)

Ajustar 88,52 1.5 X10 ool mi{—{Frotis—> (% de polimorfonuciearss)]

RPMI 1840 (pozo 3)

.meﬁmbmqnmdi'il v
(Fio®

|

incubar 37% 0.5°C/22hr/ aite con 8% de CO

Fig9)

Medicion de quimiotaxis (A) y quimiocinesis (B).
mediante microscoplo 4ptico invertido

7

N\
G

l Célculo de 1a diferencial quimiotactica gé-aﬂ | Cdiculo del Indice quimiotéctico (A/B) I

Sgaroes o

Figura 8.- Disgrama da fiylo del enssayo quimiotictico “bajo




4. Horadar 3 series de pozos, con 3 pozos cada una, segun la Figura 7, utilizando fa plantilla y

el de acero

Obtencién de leucocitos polimorfonucleares
1. Recolectar 20 ml de sangre heparinizada (50 U/mi de sangre).

2. Colocar la jeringa con Ia sangre en la estufa bacteriolégica & ar'c por 30 minutos para que
sedimenten los eritrocitos.
3. ol pl y gar a 500 g por 10 minutos a temperatura ambiente,

" 4. Lisarlos eritrocitos con NH,C1 0.83% incubando a 37°C por 10 minutos en bafio de agua,

§. Centrifugar & 100 g por 10 minutos a temperatura ambiente, para obtener el concentrado de
leucocitos polimorfonucieares.

@. Lavar ol paquete de leucocitos polimorfonucieares, dos veces con PBS pH 7.2 & 0.05
centrifugando a 100 g por 10 minutos a temperatura ambiente.

7. Resuspender en RPMI 1840 1X suplementado {2 mM/ml de L-glutamina (Gibco) y suero

’ fetal bovino (Gibco) a1 10% pH final 7.0 £ 0.02].
8. Ajustar los lsucocitos polimorfonucieares a una concentracién de 6.5 & 1.5 X 10° celml,

contando las células al pio con cé de mediante la técnica da‘

exclusion de colorante azul tripano (98 + 1 % de viabilidad).
9. Hacer un frotis, tefiir con colorante de Wright y determinar el % de [eucocitos

polimorfonucleares.

k Prueba quimiotéctica "bajo agarosa”
“La prueba se realiza por duplicado
1. Utilizar el patrén de distribucién que se indica en la Figura 7. Colocar 10l de ZAS en el
pozo 1; 104 de células en el pozo 2; y 101 de RPMI 1840 1X en e pozo 3.

2. Incubar por 22 horas en la estufa bacteriolégica a 37°C & 0.5 con atmésfera de alre y 5% de

CO; colocando fas placas sobre una superficle nivelada,



e

Medio de eomrol‘
(RPMI 1640 )= (3)

Figura 7.- Patrén de distribucién de las series de pozos para el
ensayo quimiotéctico "bajo sgarosa™

1 = Quimioatractante (ZAS)

2 = Concentrado celular de leucocitos polimorfonucieares
3 = Medio de controd RPMI 1840

Rel.[6, 7)
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3. Sacarias placas y dejarias a temperatura ambients por 15 minutos. Fijar las células & 1a
caja Petrl agregando 5 mi de alcohol metilico y dejar actuar por una hora.

4. Decantar el alcohol metilico y desprender cuidadosaments ol agar.

§. Teliic la placa Petri con colorante de Wright,

Medici6n de los patrones de migracién

Medir los patrones de migracién como lo indica (a Figura 8, utilizando un microscopio invertido
(Invertoscop D Zeizz), y una placa graduade con subdivisionss de 0.1 mm. ‘

Medir [a distancia A: quimiotaxis con referencia al pozo del quimioatractante; y is distencis B:
quimiocinesis con referencia al pozo dei medio de control.

Céiculos para evaluer la quimiotaxis de leucocitos polimorfonucieares
Diferencial quimiotéctica = Distancis de quimiotaxis - Distancia de quimiocinesis
A - B = Distancia A - Distancia B

Indice quimiotéctico » Digtancie de quimiotaxiy
Distancia de quimiocinesis

A/B » Dislancis A
Distancia B

Ref. [5,6,7,54,55,56,57,58,59,60,61,02)
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QUIMIOATRACTANTE

MEDIO DE CONTROL

" Figura 8.- Patron de migracion del ensayo quimiotéctioo
" “Dajo agarcea” :

) A= Quimiotaxis 0 migracién dirigida con referencia al pozo del quimioatractante (ZAS)
B-Womwﬂnnimmmmm&dmmmuowm



8.0Resultados

- 8.9 Estandarizacién del ensayo quimlotictico "bajo agarosa”™

" Para estandarizar ¢! ensayo quimiotdctico "bsjo qnml' 38 determinaron las condiciones, en
{as que se observd of punto més aito de la diferencial quimiotéctica y del indice quimiotéctico,
de ke siguientes pardmetros de referencis: concentracidn del susro aclivado con zimosan;
concentrado de leucochtos polimorfonucieares y tiempo de incubacion de las piacas de agercss,

8.1.1 Concentracién del suero activado con zimosan
Se probaron kos ZAS sin diluic y las diluciones 12, 15, 1:10 y 1:20 de las relaciones
peso:volumen de : V
25 mg de zimosan : 1 m) de mezcla de sueros normales
12.5 mg de zimosan : 1 m! de mezcla de susros normales
1 mg de zimosan : 1mi de mezcla de sueros normales
. .
Las diluciones fueron realizadas a partir del sobrenadante de s suspension de zimossn:mezcis
de sukros, de cada relacidn peso:volumen seflalads.

El punto més alto de la diferencial quimiotéctica y del indice quimiotéctico comesponde & ta
dilucién 1:2 de ! relacion 1 mg de zimosan : 1 ml de mezcla de sueros normales,
respectivamente (Ver Fig .0 y 10).

8.1.2 Concentrado de leucacitos polimorfonucleares

Se p los | de5+15X 10, 815X 107y 10+ 1.5X 10’

leucocitos polimorfonucleares por mi.
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Promedio de la diferencial quimicticlics (A-B)

r—— Py ry Ot oy
*-0-—r—e-—t——=u-0—+ -

Sindir  Dilcién 1:2  Dicion 1:5 Dikucion?:10 Dilucion?:20
a ZAS de cads una de Las relacionss sefialades

~o—25mg Zimosa/mi mezcia de sueros  —8—12.5mg i /mi mezcla de
—ar— 1mg Zimosan/mi mezcila de sueros

nauav. nmmmdaumwm
thmﬁ%ddwnﬂnﬂomm

Promedio de los valores obtenidos, por dupli de [a dif quimiotdctica de tres sujetos

no atépicos para cada concentracién dé ZAS, realizadas a partir del sobrenadante de la
suspension zimosan:mezcia de.sueros en el ensayo quimiotéctico bajo agarosa® Se utilizaron
5.0 + 1.0 X 10° PMNLipozo, 18 horas de incubacién @ 37 + 0.5°C con atmdsfera de aire més
Sﬁdeco,eonblseenmponesmvloslo 5462]
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1 P SN SUNSUP SU— S
Sindiuir  Dilucién 1:2  Dilucién 1:5  Dilucion1:10  Dilucidn1:20
ZAS de cada una de ias relaciones sefisladas

—8—25mg Zmosan/m! mezcla de susros  —i8— 12.5mg zimosan/m! mezcla de sueros |
—a& 1mg Zimosan/mi mezcia de sueios

Figura 10.- Representacion gedfica del indice quimiotéctico pars
estandarizar la concentracién del suero activado con ximosan

Promedio de los vaiores obtenidos, por duplicado, del (ndice quimiotéctico de tres sujetos no
atépicos pars cada concentracién de ZAS, realizadas a partir del sobrenadante de ia
suspensién zimosan:mezcla de sueros en el ensayo quimiotéctico bajo agarosa® Se utilizaron
6.0 + 1.5 X 10° PMNL/pozo, 18 horas de incubacién a 37 + 0.5°C con atmésfera de alre més
5% de CO; con base en reportes pn. vios [6,54,82).



Ef punto” elegido de [a difsrencis) quimiotdctica y del indice quimiotictico comesponde &l
P de fos §+1.5X10" y8 + 1.5 X 10’ células/mi que es igusl 8.5 ¢ 1.5

X 107 célutag/ml. (Ver Fig. 11 y 12).

8.1.3 Tismpo de incubacion
B¢ probaron ids tiempos de incubacion de: 18 horas, 22 horas y 24 horas , manteniendo
conatante Ia tempsrstura de 37 £ 0.5°C con atmésfers de aire més 5% de CO;.

Et punto mis alto de la diferencial quimiotdctica y de) (ndice quimiotéctico comesponde al
tiempo de incubacidn de 22 horas (Ver Fig. 13 y 14).

8.2 Valores promedio de quimiotaxis, quimiocinesis, diferencial quimiotéctica
{ndice quimiotactico, obtenidos en los ensayos quimiotécticos.
Por medio del ensayo loté *bsjo

g " se cuantificé la quimiotaxis y la
quimiocinesis de lsucocitos polimorfonucieares, en respuests al quu;lionnanmo ZAS (dlfucién
1:2 & partir de una relacién 1 mi de zimosan : 1 ml mezcia de sueros normales), ef soncentrado
celular fue de 8.5 + 1.5 X 107 células /mi; y ol tiempo de incubacién de 22 horas, & 37 :,0.5'0
con atmdsfera de aire més 5% de CO.. Se mantuvieron constantes esios parametros dursnte
. todo el estudio.

Se realiz6 el andlisis estadistico utilizando la prueba de Andlisis de Variancia y se comobord
con la Prueba de Diferencia Honestamente Significativa de Tukey [63,64).

8.2.1 Sujetos no atépicos

Se cuantificd la quimiotaxis y la quimiocinesis de | ; de quince

sujetos no atdpicos (94.53 ¢ 3.34 % de PMNL en el concentrado celular). Se calcularon las

+ desviacié de:

&7
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Promedic de ia dierencial quimiotéctca
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‘ 8+15X10 8+15x107 10415 X10
Leucociios polimorfonuciearss por mi.

Figura 11.- Representacion gréfica de la diferencial quimiotéctica
para estandarizar ol concentrado de leucocitos polimorfonuciesres

Promedio de los valores obtenidos, reatizades por duplicado, de Ia diferencial quimictéclica de
tres sujelos no stépicos para cada concentracidn celular en ol ensayo quimiotéctico bajo
agaruse”,

Se utikzd la dilucién 1:2 de [a relacion 1mg de zimosan : 1 ml mezcla de sueros con 18 horas
de Incubacién & 37 1 0.5°C con atmdsfera de aire més 5% de CO; [6,54,82).
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28 7
—-5+15X10

—a-8+15X10°
—a—10+1.5X107

Promedio del indice quimickicico
i

18

511.5)(107 8+15 x107 10_»_1.5)(107
wmmmml

" Figura 12.- Representacién gréfica del fndice quimiotéctico para
eetandarizar ol concenirado de leucocitos polimorfonuciearse

Promedio de ios vaiores obtenidos, realizados por duplicado, del indice quimiotéctico de tres
mmmeWqummdmemmwmmﬂ

Se utilizo la ditucién 1:2 de la relacién 1mg de zimosan : 1 ml mezcla de sueros con 18 horas
de incubecién a 37 + 0.5°C con atmésfera de aire mas 5% de CO; [0,54,02].




035 “—e—18 horas
—a24 horas
g 025+
-8
? 0154
007
008 4= 4

18horas | 2horss 24 horas
Tiempo de incubacién
(37°C con stmdefera de sire més 5% de CO;)

v ﬂnnf&fwwmmdohmmm
Pars estandarizar el tiempo de incubacion de Iss placss de agarcsa

Promedio de los valores oblenidos, por duplicado, de Ia diferencial quimiotactica de tres sujetos
‘7o aldpicos para cada tiempo de incubscion en el ensayo quimioticlico bajo agaross’ la
m-ummvooomumoa3110.5'ceonmnufmdodnmh5%doco,.

o ... 86 utilizd la dilucién 1:2 de i relacién 1 mg de zimosan : 1 mi mazcls de sueros y un

" Goncentrado celular de 0.531.5)(.10' PMNUmL,
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~&— 18 horas

18 horas 22 horss ) - 24 horse
Tiempo de incubacién
(37'ceonwm¢-mmu5%doco, )

mn i4-mmummp-
“ mumdowa-dolnm*w
Promedio de ibs valores obtenidos, por dupiicado, del indice quimiotéctico de tres sujetos no

aldpioos para cada tiempo de incubacin en &l enseyo quimiotdctico bejo agarmsa? la
. Munummmvoeomumuauo.S'ceonmemdulum.'a%docoz. .

Se utifizé la dilucion 1:2 de Ia relacién 1 mg de zimosan : 1 ml mezcla de sueos y un -
concentrado celular de 8.5 & 1.5 X 10’ PMNUMI, '



Quimiotaxis (A)= 1.31 & 0.48 mm con un intervalo de 0.7 2 2.0 mm (Ver Fig. 15, Tabla 8 y 9).

Quimiocinesis (B) = 0.75 & 0.42 mm con un intervalo de 0.2 & 1.3 mm (Ver Fig. 16, Tabla 8 y
0.

Diferencial quimiotéctica (A-B) = 0.58 ¢ 0.18 mm con un intervalo de 0.3 2 0.9 mm (Ver Fig.
17. Tabla8y9).

Indice quimiotéctico (A/B) = 2.11 £ 0.88 mm con un intervalo de 1.3 a 4.0.mm (Ver Fig. 18,
“Tabla 8y 9). o

8.2.2 Pacientes adultos con angicedema en fase aguda

' 80 cuantificd la quimiotaxis y Ia quimiocinesis de leucocitos polimorfonuciesres de seis
pacientes con angioedema en fase aguda (91.67 £ 3.44 % de PMNL en el concentrado celular),
8e calcularon las medias * desviacién estandar de:

Quimiotaxis (A) = 0.7 £ 0.25 mm con un intervalo de 0.4 a 1.0 mm. Se encontrd diferencia
estad(sticamente significativa (p<0.05) del grupo estudiado en comparacién con el grupo de
sujetos no atdpicos (Ver Fig. 15, Tabla 9y 10).

Quimiocinesis (B) = 0.55 + 0.26 mm con un intervalo de 0.2 a 0.9 mm. No se encontrd
diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) en comparacién con el grupo de sujetos no
atépicos (Ver Fig. 16, Tabla 9y 10).

Diferencial quimiotictica (A-B) = 0.15 ¢ 0.08 mm con un intervalo de 0.1 a 0.2 mm. Se

enconiré diferencia estadisticamente significativa (p< 0.01) en comparacién con ef grupo de
[

sujetos no atépicos (Ver Fig. 17, Tabla 9y 10).
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(p<0.05) ©>005) (p<0.05)
mta-wmamman
quisiotaxie de leucocitos polimorfonuciearee enire los diferentes
' rupos estudiados

£l andlisis estadistico se realizé utilizando la prueba de Andiisis de Variancia y se confiné con
ia Prueba de Tukey, enire cada uno de los grupos estudiados con respecto al grupo de sujetos
no atépicos.
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Sujetos no atépicos

A ‘= Quimiotaxis

B = Quimiocinesis

A-B = Diferencisl quimiotéctica
A/B = indice quimiotictico

X . =Promedio

DE = Desviacién estandar




Tabla 9.- Andlisis comparativo de promedics obtenidos de quimiotaxis, quimiocinesis, diferencial
Quimiotictica e indice quimiotiictico antre los diferentse grupos estudiados.

Swupo Intervalo de A Intervalo de B Intervalo de A-8 Itervalo de AB
07a20mm 02213 mm 03a0.9mm 13240mm
Sujetos no atdpices n= 15 media $0E media +DE media +DE medis $DE
1.31 +0.46 mm 0.75 + 0.42 mm 0.56 + 0.16 mm 2.11 + 0.86 mm
Grupo Intervalo da A intervaio de B Intervalo de AB Intervalo de A8
042a1.0mm 02a09mm 0.1a0.2mm 1.1220mm
Angi n=6 media +DE media +DE media +DE media $OE
0.7 +0.25 mm 0.55 +0.26 mm 0.15 + 0.06 mm 1.38 + 0.32 mm
Grupo Intsrvaio de A Intervalo de B Intervalo de AB __intervalo de A'B
08at.1mm 04207mm 03204 mm 15a20mm _ |
0 ria n=4 Media +DE media +DE media +DE media +DE
0.93 + 0.13 mm 0.58 + 0.13 mm : 0.35 + 0.06 mm 1.65 + 0.24 mm
Grupo Intervaio de A intervalo de B Intervaio de A-8 intervalo de A/B
05a09mm 0.2206 mm 03a05mm_ 15a25mm
Rinitis slérgica n= § media +DE media +DE media +DE madia +DE
- " 0.7 +0.17 mm 0.37 + 0.14 mm 0.33 + 0.08 mm 2.0 +0.35mm

A= Quimiotaxis B = Quimiocinesis  A-B = Diferencial quimiotictica A/B = Indice quimiotictico  DE = Desviacién estandar

39



Promedios de la quimiocinesis (B)
mm

rp 1.12

" Figura 16.- Representacion gréfica de los promedics de la
quimiocinesis de leucocitos polimorfonucieares entre los grupos

El andlisis esiadistico se realizé utilizando la prueba de Andlisis de Variancia y se confimd con
; {a Prusba de Tukey, entre cada uno de 103 grupos estudiados con respecto al grupo de sujetos

no atbépicos.

0.81
075
omn
0.55 058
0.51
045
0.37
033 .
0.20
023
Sujetos no Angiosdema ) Anoloodema. Rinitis
atbpicos fase aguda - urticania - alérgica
(>005)

(9>0.05)

ostudiados

»>0.05)
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Sujetos no Angioed Ang Rinitis
atbpicos fase aguda - urticaria

alérgica
(9<0.01) (>0.08) (9<0.05)

Figura 17.- Representacion gréfica de os promedics de la
diferencial quimiotéctica entre los diferentes grupoe estudiados

El andiisis estadistico 3s realiz6 utilizando ta Prueba de Andlisis de Variancia y se confirmd con '
la Prueba de Tukey, enire cada uno de los grupos estudiados con respecto al grupo de sujetos
no stdpicos. : :
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Sujetos no Angicad Angloed Rinkis
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- . Figura 18.- Repressntacion gréfica de loe promedios del indice

El ansiisis estadistico se realiz6 utilizando Ia Prueba de Andlisis de Variancie ¥y 88 confirmd con
|a Prusba de Tukey, entre cada uno de los grupos estudiados con respecto al grupo de sujetos
no atopicos.



" Tabla 10.- Resultados de quimiotaxis, quimiocinesis, diferencial
quimiotéctica e Indice quinvoldctico oblenidos en pacientes con
angioedema, angioedema-urticaria y rinitls alérgica.

Angloedema-urticaria

A =Quimiolaxis
"B = Quimiocinesis
A-B = Diferencial quimiotéctica
A/B = |ndice quimiotactico
X =Promedio
DE = Desviacion estandar

1 09 | 04 | 08 ] 23
2 06 1 03103 )20
3 08 102103125
4 10704108 |18
U] 06 103 103320
(] 09 | 08

1.5




Indics Quimiotictico (A/B) = 1.38 £ 0.32 mm coh un intervalo de 1.1 @ 2.0 mm. No s8 encontrd
diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) en comparacién con el grupo de sujetos no
atdpicos (Ver Fig. 18, Tabla9 y 10).

8.2.3 Pacientes adultos con angioedema-urticaria

Se cuantificd !a quimiotaxis y la quimiocinesis de leucocitos polimorfonucieares de cuatro
pacientes con angicedema-urticaria (91.25 + 5.38 % de PMNL en el concentrado celular). Se
caicularon las medias & desviacion estandar de: '

Quimiotaxis (A) = 0.93 + 0.13 mm con un intervaio de 0.8 a 1.9 mm. No 36 encontré diferencia
estadisticamente significativa (p>0.05) en comparacién con el grupo de sujstos no atépicos
(Ver Fig. 15, Tabla9y 10).

Quimiocinesis (B) = 0.58 + 0.13 mm con un intervaio de 0.4 a 0.7 mm. No ss encontré
diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) en comparacién con el grupo de sujetos no
atépicos (Ver Fig. 16, Tabla 9 y 10).

Diferencial quimiotictica (A-B) = 0.35 + 0.06 mm con un intervalo de 0.3 a 0.4 mm. No se
encontrd diferencla estadisticamente significativa (p>0.05) en comparacién con el grupo de
sujetos no atdpicos (Ver Fig. 17, Tabla 9y 10).

Indice quimiotéctico (A/B) = 1.38 + 0.32 mm con un intervalo de 1.1 a 2.0 mm. No 38 encontrd
diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) en comparacin con el grupo de Sujetos no
atdpicos (Ver Fig. 18, Tabla 9 y 10).



8.2.4 Pacientes adultos con rinitis alérgica

S cuantificd la quimiolaxis y la quimiocinesis de leucocilos polimorfonuciesras de seis

pacientes con rinis alérgica (91,30 & 4.50 % de PMNL en el concentrado celular). Se
. calcuiaron las medias ¢ desviacion estandar de:

Quimlotaxis (A) = 0.7 £ 0.17 mm con un intervalo de 0.5 a 0.9 mm, Se encontrd diferencia
‘cudlllunumo significativa (p<0.05) en comparacién con ¢ grupo de sujetos no bpicos
(VerFig. 15, Tabla 0y 10). .

Quimiocinesis (B) = 037 + 044 mm con un intervalo de 0.2 & 0.6 mm. No se encontré
diferencis estudisticamente significativa (p>0.05) en comparacién con el grupo de sujetos no
atépicos (Ver Fig. 16, Tabla 9y 10).

Diferencial quimiotdctica (A-B) = 0.33 & 0.08 mm con un intervalo de 0.3 a 0.5 mm. Se
enconied diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) en comparacién con & grupo de
sujetos no atdpicos (Ver Fig. 17, Tabla ¢ y 10).

Indice quimiotéctico (A/B) = 2.0 + 0.35 mm con un intervalo de 1.5 a 2.5 mm. No se enconiré
diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) en comparacién con ¢l grupo de sujetos no
aldpicos (Fig. 18, Tabla 9y 10).
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9.0 Discusién

€) mecanismo de (a quimiotaxis ha sido estudisdo desde 1888 [1] hasta Ia fecha, al través de
una variedad de métodos que han sido modificados por los autores que han esiudiado 8
locomocién celular. Sin embargo, ninguno de los métodos utilizados esth libre de limitaciones

8.7.62).

mmmmmm.ﬂ.lﬂmdmmmeonmodudiosd..hblhllmﬂl
revisada se hacen las siquientes observaciones :

Los astudios sobre Ia eficiencia de Ia polarizacién de los neutrdfilos con diferentes
concentraciones de fMLP sugieren que: a bajas concentraciones (<10-'M) sélo ;lguuu céiules
polarizan bien; cuando las concentraciones se elevan a un nivel 6ptimo (10-*M) Ia proporcién
de las células que polarizan bien se eleva & casi un 100%; y que a conceniraciones
supradptimas (10°°M) Ias célutas polarizan pobrements; lo que sugiers que a concentraciones
subbptimas y 6pti de factores q & fas células pueden distinguir la primers unién
ligand de Ias y que do [a concentracion det ligando es

suprafptima, los ligandos ocupan simulténeamente

P sobre ia sup

celular slendo la céiula incapaz de redistribulr sus recepiores y mosirar una clara polarizacién
[44).

En la Fig.9 se mostro la curva de dosis-respuesta, oblenida en este estudio, de los leucacitos
polimorfonucieares con diferenies gradientes de ZAS en donde (s dilucién 1:2 de 1 mg de
2imosan:1 ml mezcla de sueros, es la concentracién cercans a la 6ptima; ya que es en la que
o observé la mayor diferencial quimiotactica. Las relaciones 25 y 12.5 mg de zimosan : 1 ml

mezcla de sueros,

P Y i suprabptimas ya que disron una

diferencial quimiotactica igual a cero. La concentracién 6ptima encontrada de ZAS comesponde '

a la sefalada por Schaack [62.)
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Si 50 resizaran estudios similares sa deberdn probar las diluciones intermediss, sntre ol ZAS
ﬂnd&lulryiadlhddn 1:10 de | relacién 1 mg de zimosan : 1 ml mezcla de sueros, con el
objeto de encontrer una concentracitn mie adecuada de ZAS.

En estudios previos 80 ha esisbiecido que la densiiad celular e3 una variable importante pera
que 30 Neve ai cabo Ia migracidn 1 vitro® (54,62}, En la Fig. 11 se mostrd que la densidad

Gptima comespondié a 8 & 1.5 X 10" PMNL/mI ya que fus en Ia que se obluvo la mayor
diferencial quimiotactica. Sin embargo, se eligio el promedio entre las dos primeras densidades
estudiadas, que fus de 6 ¢ 1.5 X 107 PMNL/mI, por Ia dificultad de oblener uns mayor
concentracion osiular con ls cantidad de sangre tomada a 03 pacientes adultos bajo estudio.

En estudios previos se ha sefialado que ta-migracién de leucocitos polimorfonucieares o3

visible entre (as 2 y 18 horas de incubacion [8,54). Si se incrementa este tiempo, el movimiento
 celular presenta un retrooeso debido probablements @ un cambio en su orlentacion, ya que ol
mmume.mmmmmmmamﬂMummm
totaimente bajo ¢l agar al cabo de varias horss. Sin embargo, en ¢l presente estudio el tiempo
de Imahddn‘on el que se observd la mayor diferencial quimiotdctica fus do 22 horas (Fig.13).
mmmm’an. utilizar iempos de incubacion entre 18 y 22 horss
pars precisar el tismpo Optimo de incubacidn.

En este estudio, el ensayo quimiotéctico “bajo agarosa®permitié cuantificar la quimiotaxis y la

quimiocinesis de leucocitos polimorfonucieares de pacientss alérgicos con angiosdema en fase
aguda, angioedema-urticaria y rinitis alérgica contra e suero activado con zimosan. Ls
activacién del suero humano con zimosan desencadena s cascada del sistema del
complemento por [a via altemna generando Ios siguientes fragmentos solubles o anafilatoxinas:
C3a, C4a y CSa. Este Gltimo se como el principal factor quimiotéctico,

debido a su ctividad como q [54,57). Sin embargo, se podria valorar la
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M quimictéctics con difersntes quimiostracisnies, asi como estudias iferentes
poblaciones celulares incluso en forma simulténea {54].

mqumwmmdommummwmfmww
Tabla 8), tonmdo s6lo por mujeres, mostraron: quimiotaxis disminuida (p<0.05 Ver Fig. 15);
) quimiocinesis normal (p>0.05 Ver Fig. 16); diferencis! quimiotéctica disminuids (p<0.01 Ver
-Fig. 17); @ indice quimiotéictico normal (p>0.05 Ver Fig. 18) en comparacién con e grupo de
sujetos no atdpicos. Lo que indica |a diferencial quimioticlica es una quimiotaxis resl, ya que
3o eiimina matemiticamente la quimiocinesis, mientras que ol Indice quimiotéctico indica
cuantas veces es mayor la quimiotaxis en relackin con la quimiocinesis.

Una posible explicacion *in vivo® para la disminucion de |a quimiotaxis observada en los
‘p‘odomummwlmfmmmn,qunmmmmmmmmy
genersiizada de factores quimiotéicticos (gradientes supradptimos), las céiuias polericen
pobremente dando una respussts quimiotéctica deficients [¢4]; debido & que en ol angioedema
alérpico se presonta una resccion sistémica con eievada liberacion de hisiamina y produccidn
dQ feucotriencs que inducen vasodilatacion aguda, incremento en la permeabiiidad capilar,
adravasacién de liquidos y una imp p ion de quimiotcticos derivados de

los sistemas y de las células impiicadas en la respuesta inmunolégica [50, 81, 52]. Sin
‘embargo, en ¢i estudio “in vitro"e! gradients del quimicatraciante fus controlado, 1o que podria
sugerir que Ia concantracion de factores quimiolacticos 1o es la nica causa de s disminucion
de la quimiotaxis, sino que podria haber un defecto a nivel del citoesqueieto, quizés por una
deficiente polimerizacidn o despolimerizacion do la actina y la tubulina que padria originar la '
formacidn defectuosa de seudépodos disminuyendo asi la locomocion celulsr [44].

Los resultados qus se obtuvieron en el grupo de pacientes con lngloodo.ma-mlclﬂa {Ver Tabla
9), formm por 3 mujeres y 1 hombre, mostraron: quimiotaxis normal (p>0.05 Ver Fig. 15);



_{W normat (p>0.05 Ver Fig.18); diferencial qulmmdlel nomal (p>0.08 Ver Fb.17):
duwmmm.osv«m 1l);l|eotnmﬂosoonelqmpodow}ﬁum
stopicos. Estos datos indican que, en el si de ag Ia respuesta quimiotictica s
presenta sin sileraciones.

m@wqmnmummdwm«pMM sinitis aiérgica (Ver Tabia 9),
W por d4 maseres y 2 hombres, mostraron: quimiotaxis disminuida (p<0.03 Ver Fig.18);
quimiocinesis normal (p>0.05 Ver Fig.10); diferencial quimiotéctica disminuida (p>0.05 Ver

k Fig.17); e Indice Quimiotactico normal (p>0.05 Ver Fig.19); al compararios con ol grupo de
sujetos no atépicos

En ol caso de Ia rinkis alérgica, se observd una quimiocinesis disminuida. Una posible
explicacion seria que los leucacitos WIWMM no son adecusdamente activados
dando juger a una pobre respuesta quimiocinética, lo que conduce a una quimiotaxis deficients.
" Para sseversr ia anterior suposicidn, se recomienda sumentar ol tamafio de fa muestra para su
confirmacién o rechazo ya que la diferencia encontrada no es estadisticamente significativa

con mbodo al grupo de sujetos no atbpicos; y no hay referencias bibliogrificas que respaiden

Ia suposicién. -

Para determinar la nommalidad de los vaiores de Ia quimiotaxis y de Ia quimiocinesis en la
pobiacién mexicana deberd caicularse un tamafio de Mmuesira que sea representativa de ésta,
El estudio no es concluyente, en virtud de que la muestra estudiada fue pequefia y 86io se
reslizd un estudio transversal. Sin embargo, se observaron deficiencias significativas en dos de
los tres grupos estudiados, lo que sugiere que el ensayo quimiotéctico bajo agarosa®permite
determinar alteraciones en Ia respuesta quimiotéctica, siendo un ensayo reproducible si se
- controla: Ia concentracidn del quimioatractante, la densidad celular, & tiempo de incubacion y
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puedan afectar la confiabilidad de los resuttados [8.7,54,57,62].

Para determiner un posible valor diagndstioco que pueda apoyar y ampliar.el criterio del
" slerg0logo en of manejo del peciente alérgico, se deberk reakizar un estudio longitudinal y
COmparar o ensayo “BAjo 8QarosA™con una técnica de referencia. eria convenients contar
con datos sobre ia cuenta tolal de leucocitos y la cuonta diferencial (formula blanca) para
QOoNOCer con mayor exaciitud las poblaciones absolutss con luquonlmﬁ}i.

€1 ensayo’ quimioticiico * bejo agarosa® pusds introduckse @ Ias pruebss de nutina de un
mm.nawmmammommm,um.
reproducible y econdémico, La determinacién de [a quimiotaxis puede ser Ut como spoyo '
diagnbetico de otras snfermedades en las que se ha reportado una quimiotaxis anormal como
en ol angicedema hereditario, en |a periodontitis juvenil y en los sindromes: de Chedisk-
Hiouhl. del leucocito perezoso, de Job, de Hiper-igE, entre otros [50,51,52].




10.0 Conclusiones

1.

»

Las condilones oplimas detenminadas para ef ensayo quimioticlioo "bajo sgaroes® fusron :
una diucion 1:2 del quimioatractante (ZAS) a partir de una suspensién inicial de 1 mg de
zimosan : 1 mi mezcla de SUSIOS ; un concentrado celular de leucocitos polimorfonucieares
de 6.5+ 1.5 X 107 céiulss / ml; y un tiempo de incubacién de 22 horas 8 37 + 0.5°C con
atméstera de aire més 5% de CO;.

El grupo de p.domu con angioedema en fase aguds presents una qulmknxb disminuida,
meodgmﬁculvlmmsmoalummdow}ﬂumnw o cual
concuerda con of resuitado dbmlnuldo de (s diferencial quimiotactica (p<0.05 y p<0.01
respectivaments).

El grwpo de pacientss con rintis alérgica presentd una quimiotaxis disminuide,
MMWVlMModwNmmmm.bw
concuerds con of resultado disminuido de ia diferencial quimiotictica.(p<0.05 y p<0.05

" respectivamente). Se detecta una quimiocinesis que tiende a estar disminuida, pero no es

estad(sticaments significativa con respecto al grupo de sujetos no atépicos (p>0.05).

No se enconiré diferencia estadisticamente significativa entre &l grupo de sujetos no
a10pioos y ¢l grupo de paciéntes con angiosdema-urticaria (2>0.05).

Como estudio preliminar, se considera que el ensayo quimiotéctico es econdmico, de faci

realizacion, con una diferencia aparente entre los grupos di; a pesar del pequefl
tamafio de (a muestra estudiada, por lo que se recomienda hacer estudios més profundos
para su aceptacion definitiva. ’
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