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- Resúmen-

LRESUMEN: 

La depuración o "clearance " de un antígeno, solo o formando parte de un 

complejo inmune (CI), es un mecanismo central de la respuesta inmune, a través del cual se 

eliminan partículas extrañas al organismo, sean proteínas o microorganismos. Este proceso 

depende de diversos factores intrínsecos del microorganismo, como así también de las 

características del CI formado, como por ejemplo: tamaño carga eléctrica, relación antígeno: 

anticuerpo, clase de inmunoglobulina, entre otros. Estas variables regulan la velocidad del 

clearance así como el órgano y tipo celular que participan en el mismo. Del tipo celular 

involucrado dependen a su vez las consecuencias de tal captación. En este sentido es sabido 

que el sistema mononuclear fagocítico (SMF) distribuido fundamentalmente en el bazo y el 

hígado tiene un rol central en la eliminación de CI particulados. Sin embargo, el rol de los 

polimorfonucleares neutrófilos (PMN) que infiltran Jos órganos de depuración durante una 

infección no ha sido exhaustivamente analizado. 

A lo largo del presente trabajo se analizó en un modelo murino la participación 

del sistema mononuclear fagocitico, en el clearance de Escherichia. coli Ol l l:B4, sola o 

formando parte de complejos inmunes (CI) y la influencia de Jos anticuerpos específicos de 

tipo IgG inoculada directamente a la vía sistémica. La combinación de técnicas de marcación 

con radioactivos y fluorescencia nos permitió analizar cuantitativamente el órgano de captación 

y la población involucrada respectivamente. 

Los estudios cinéticos en sangre periférica demostraron que los anticuerpos 

inducen un marcado aumento en la velocidad de clearance de la bacteria. Esta afirmación es 

válida no solo cuando la bacteria es sensibilizada in vitro previo a su inoculación sino también 

cuando el complejo bacteria-anticuerpo se formó in vivo, por inoculación de la bacteria en 

animales previamente inmunizados. 

El clearance rápido de la bacteria-anticuerpo de la sangre periférica se 

correlaciona a su ves con distintos fenómenos: 

1 )- Aumento de la captación de bacteria en pulmón 

2)- Mayor afluencia de neutrófilos a dicho órgano, expresando una alta capacidad 

fagocítica. 
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3)- A concentraciones bajas de bacterias, el anticuerpo indujo una mayor sobrevida y 

una rápida recuperación de los animales. 

uestro resultados también destacaron la alta capacidad bactericida que poseen 

los PMN respecto a los macrófagos residentes en hígado y bazo. Dado que en estos órganos se 

observó una alta persistencia de las bacterias a lo largo del tiempo (por lo menos 48 hs.); 

mientras que en pulmón la desaparición es tan rápida que ya a las 24 hs. prácticamente se ha 

eliminado el 100% de lo captado (Figuras 3, 4 y 5 respectivamente). uestros resultados 

sugieren que el clearance en pulmón de bacterias sensibilizadas con anticuerpos, depende del 

reclutamiento de un alto número de PMN al sitio de infección y del proceso de activación de 

las células fagocíticas inflamatorias. La observación simultánea de que el proceso de 

eliminación de la bacteria, y la aparición de PMN a los sitios de captación de la misma sugieren 

fuertemente que los PMN poseen un papel fundamental en la resolución de la infección. En el 

modelo utilizado, observamos que los PMN que migran a los tejidos provienen del pool de 

neutrófilos circulantes. La profunda neutropenia observada a los pocos minutos de inoculada la 

bacteria, se asoció a un aumento en el porcentaje de los PMN en los órganos involucrados en 

el clearance (Figura 13, 14, 15, 16). 

Considerando que la activación de complemento conduce a la generación de 

poderosos estímulos quirniotácticos para el reclutamiento de neutrófilos, evaluamos la 

participación de este sistema en los fenómenos de clearance. Para ello realizamos inyecciones 

seriadas de factor anti complementario de veneno de cobra (FVC) (87). A través de este 

esquema experimental se eliminan los productos generados por la activación del complemento. 

Los resultados demostraron que el tratamiento con FVC, no modificó sustancialmente el 

clearance de EA, aunque si bloqueó significativamente el atrapamiento en pulmón. Podemos 

concluir que en la migración de neutrófilos al pulmón al inocular el complejo bacteria­

anticuerpo, los factores de complemento juegan un papel destacado. El hígado y el bazo 

compensaron la disminución de la captación por los pulmones, no afectando la velocidad de 

clearance de circulación. 

Contrariamente el tratamiento con FVC disminuyó significativamente la 

velocidad de clearance de la bacteria sin sensibilizar, sugiriendo que en este caso, el 

complemento tendría un papel importante como opsonina de la bacteria, facilitando la 
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adherencia a células macrofágicas y/o neutrófilos. A su vez, ambos resultados vistos en 

conjunto dan sustento a la hipótesis que los complejos bacteria-anticuerpo son fagocitados por 

interacción de las IgG con sus RFcy sobre las células del SMF y/o PMN. 

Para evaluar la participación de las moléculas de adhesión en la migración de 

neutrófilos en respuesta a la inoculación de bacteria o bacteria-anticuerpo, tratamos a los 

ratones con anticuerpo monoclonal anti CD 11b/CDl8 antes de los estudios de clearance. Los 

resultados obtenidos muestran que la captación de bacteria-anticuerpo por el pulmón está 

disminuida, aunque sin observarse diferencias significativas en la cinética de depuración de 

sangre periférica. Estos datos sugieren que en la migración de los neutrófilos al pulmón luego 

de la inoculación de EA, partjcipan activamente los mecanismos dependientes de las adhesinas. 

Los resultados obtenidos por tratamiento con FVC y anti Mac-1 , sugieren que 

al impedirse a los PMN circulantes migrar al pulmón, los complejos EA se distribuyen en los 

otros órganos del SMF, hígado y bazo. Debido a que el bloqueo de la migración de neutrófilos 

al pulmón inhibe la captación de los complejos EA, deducimos que al menos parte de dichos 

complejos son llevados a dicho órgano post fagocitosis en sangre periférica y que tal vez el 

mismo proceso de fagocitosis induce cambios en los PMN que afectan su migración 

dirigiéndolos principalmente a los pulmones. 

Por último analizarnos los efectos biológicos producidos por el complejo 

bacteria-anticuerpo utilizando diferentes cantidades de bacteria. A bajas dosis de bacteria, el 

anticuerpo induce un efecto protector en la sobrevida de los animales al compararse con los 

aquellos inoculados con bacteria sola. En cambio, al aumentar el número de bacterias se 

observó un efecto tóxico ante la presencia de anticuerpos, dado que la mortalidad fue superior 

al 50% durante las tres primeras horas, mientras que por inoculación única de bacterias, la 

mortalidad de los animales se produjo después de las 24 hs. y probablemente sea como 

consecuencia de un shock séptico. A través de estudios de histopatología pudo determinarse 

que la presencia de anticuerpos induce una clara afluencia e infiltración de PMN al pulmón 

induciendo el colapso y pérdida de la citoarquitectura del mismo, con manifestación de 

fenómenos edematosos, que en conjunto indicarían que la muerte observada pudo deberse a 

una bronconeumonía o a un shock anafiláctico. Por inoculación de bacterias sola, y en todo el 
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rango de dosis estudiadas para EA, no se observaron ninguno de estos fenómenos descriptos 

anteriormente. 

Al tratar previamente a los ratones con djclorometilendifosfonato encapsulado 

en liposomas (Lip-clod), que a las dosis inoculadas solo elimina a los macrófagos hepáticos y 

esplémcos, encontramos que la velocidad de clearance solo se modificó en el grupo inoculado 

con bacterias sin que sea afectada por la presencia de anticuerpos comparados con el control. 

En ambos grupos la captación en los órganos fue dirigida por los pulmones. Si bien los efectos 

inducidos por esta droga no modificaron la mortalidad de los animales inoculados con bacteria, 

fue en cambio, determinante en la sobrevida de aquellos inoculados con EA. Observamos que 

por eliminación de los macrófagos hepáticos y esplénicos, la sobrevida del grupo EA es del 

100 % aún superadas las 72 hs. p.i. Al realizar los estudios de histopatología, se demostró que 

por tratamiento con Lip-clod si bien el número de neutrófilos en pulmón, fue prácticamente el 

mismo que en los controles (sin Lip-clod y con EA) los fenómenos de infiltración se vieron 

marcadamente retardados observándose un número importante de PMN marginales, no vistos 

en los controles. Esto indicaría que la mortalidad estaría asociada a la infiltración de los PMN 

al pulmón, los que posiblemente induzcan el daño tisular encontrado en el mfamo. En conjunto 

estos resultados sugieren que los macrófagos alveolares, serían capaces de reclutar el mismo 

número de PMN que cuando todas las poblaciones macrofágicas se encontraban intactas, 

aunque sería necesario algún tipo de señal proporcionada por la vía sistémica, para determinar 

la infiltración de los PMN, ya que estos se encontraron mayoritariamente marginales. Nosotros 

proponemos que en los ratones inoculados con Lip-clod, los macrófagos alveolares, 

probablemente no producen el nivel de citoquinas específicas necesarias para la inducción de 

una expresión aumentada de moléculas de adhesión las cuales podrían luego permitir la 

posterior extravasación de los PMN a los espacios aéreos. En este contexto, el tratamiento es 

altamente efectivo en reducir la intensidad de la respuesta inflamatoria y el daño pulmonar 

asociada con una disminución del influjo de neutrófilos (87). Proponemos que la alta tasa de 

mortalidad inducida por inoculación de EA podría estar asociada a una anafilaxis debido a la 

interacción entre IgG I y el receptor para la porción Fe de las IgG de RFcy. 
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A.- INTRODUCCION GENERAL y OBJETIVOS: 

La depuración o "clearance ' de un antígeno, solo o formando parte de un 

complejo inmune (CI), es un mecanismo central de la respuesta inmune, a través del cual se 

eliminan partículas extrañas al organismo, sean proteínas o microorganismos. Este proceso 

depende de diversos factores intrínsecos del microorganismo y características del CI formado 

como por ejemplo: tamaño, carga eléctrica, relación antígeno: anticuerpo, clase de 

inmunoglobulina, entre otros. Estas variables regulan la velocidad del clearance así como el 

órgano y tipo celular que participan en el mismo. Del tipo celular involucrado dependen a su 

vez las consecuencias de tal captación. 

En este sentido es sabido que el sistema mononuclear fagocítico (SMF) 

distribuido fundamentalmente en el bazo y el hígado tiene un rol central en la eliminación de 

CI particulados. Sin embargo, el rol de los polimorfonucleares neutrófilos (PMN) que infiltran 

los órganos de depuración durante una infección no ha sido exhaustivamente analizado. Si 

bien diversos autores han asociado dicha infiltración con un mayor daño tisular, el bloqueo de 

los PMN ha mostrado efectos adversos en la erradicación de una infección. Paralelamente, la 

eliminación in vivo de macrófagos no reduce significativamente los mecanismos de clearance 

de diversos microorganismos, tales corno: Klebsielia pneumoniae, taphylococcu aureu , 

almonella typhimurium, Trypanosoma mu culi, entre otros. 

El objetivo central del presente seminario de licenciatura consiste en estudiar el 

papel del SMF en el clearance de bacterias Gram negativas, más específicamente de 

Escherichia coli 0111 :B4, sola o formando parte de complejos inmunes (CI) y la influencia 

de los anticuerpos específicos. 
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B.-INTRODUCCION 

1.- Conceptos generales de la respuesta inmun.e. 

El ser humano se encuentra rodeado de una variedad de agentes microbianos 

capaces de provocar diversas patologías y eventualmente su muerte. La razón de que nuestro 

organismo sobreviva a dichas infecciones se debe a que hemos desarrollado un sistema de 

defensa altamente eficiente. Este puede mediar dos clases de respuestas: innatas o 

inespecíficas y adquiridas o específicas, las que funcionando de manera coordinada, 

posibifüan la eliminación de los agentes patógenos. 

El evento fisiológico posterior a la formación de anticuerpos es la interacción 

de los mismos con sus antígenos específicos, conduciendo a la formación de los complejos 

inmunes CI). La formación de dichos complejos es seguida por una serie de reacciones 

secundarias que permiten al cuerpo neutralizar y eliminar microorganismos y moléculas 

extrañas que pasaron la primer barrera de defensa (1). Dichas respuestas secundarias son 

independientes del antígeno pero dependientes de la clase y subclase de anticuerpo 

involucrado y del tipo de CI formado. Estos mecanismos efectores son altamente versátiles y 

pueden dividirse en mecanismos efectores humorales y celulares. 

Los mecanismos efectores humorales involucran la activación del sistema de 

complemento, iniciada a través de la interacción del fragmento Fe de las IgG e IgM con el 

componente Clq (primer componente de la vía clásica de activación) (2,3). Dicha activación 

conduce, no sólo a la lisis de microorganismos y células tumorales sino también al 

reclutamiento local de células del sistema inmune, debido a la generación in situ de potentes 

factores quimiotácticos y anafilácticos como C3a y C5a (3 ,4). 

Los mecanismos efectores celulares son activados a través del fragmento Fe de los 

anticuerpos con sus receptores específicos (RFc) expresados en la superficie de diversas 

poblaciones leucocitarias. Dichos mecanismos comprenden la fagocitosis, la citotoxicidad 

celular dependiente de anticuerpos (CCDA), la citotoxicidad por productos derivados del 02 

inducida por CI (Ctx-CI), entre otros. Los RFc cumplen así un papel de suma importancia en 

la respuesta inmunológica mediando la activación de numerosas funciones. 

El fin último de esta respuesta inmune es la eliminación del agente infeccioso. 
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La inactivación y eliminación de estos "invasores" previene su deposición impidiendo la 

multiplicación (en el caso de los microorganismos) o la inducción de daño tisular (en el caso 

de toxinas y enzimas). El proceso dinámico de eliminación de microorganismos o clearance 

por el sistema mononuclear fagocítico (SMF), debe ser muy eficiente en condiciones 

normales ya que, a pesar de estar expuestos a patógenos extraños constantemente los CI no se 

acumulan normalmente ni en la sangre ni en los órganos (1). En situaciones patológicas donde 

los CI no son eficientemente eliminados los mismos activan poderosos mecanismos efectores 

humorales y celulares, que pueden ser desfavorables para el huésped, como la generación de 

procesos inflamatorios crónicos (lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoidea, 

vasculitis) (5). 

2.- Sistema Complemento: 

El sistema complemento constituye un complejo de por lo menos 20 proteínas 

y glicoproteínas plasmáticas, química e inmunológicamente diferentes, capaces de actuar en 

forma consecutiva una con otra, con el anticuerpo y con las membranas celulares. Estas 

proteínas tienen como función primaria la mediación directa de los procesos inflamatorios, la 

opsonización de los antígenos extraños para Ja fagocitosis y la lisis de una amplia variedad de 

células, bacterias y virus (6). Además el complemento es capaz de reclutar otros sistemas 

efectores humorales y celulares, por ejemplo induciendo la liberación de histamina de los 

mastocitos (7), la migración (quimiotaxis) y agregación de neutrófilos y monocitos (8, 9), y la 

liberación de los constituyentes lisosomales de los fagocitos. Otro efecto del complemento de 

importancia biológica es favorecer la solubilización de los complejos inmunes a través de 

modificaciones en el tamaño y composición de los mismos (10). 

Hay dos mecanismos de activación son los denominados vía clásica y vía 

alterna, y son desencadenadas por estructuras diferentes. La vía clásica puede ser activada por 

complejos inmunes o inmunoglobulinas agregadas. Las inmunoglobulinas humanas capaces 

de iniciar la vía clásica son las pertenecientes a las clases IgG e IgM, siendo ésta última la 

más eficiente (11). La activación de la vía alterna requiere la presencia de C3b (producto 

derivado de la escisión del componente C3) el cual es generado en forma continua 

encontrándose en cantidades pequeñas en circulación. Normalmente este C3b es inactivado 
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con rapidez por enzimas específicas presentes en el suero. Sin embargo ante la introducción 

de bacterias y polisacáridos insolubles, el e3b se une a la membrana de estas células 

quedando protegido de los inactivadores ( 6). 

La fase final es común en ambas vías y constituye el sistema de ataque a la 

membrana. Como consecuencia de las reacciones de activación sucesivas se produce la 

polimerización del componente e9 en un complejo cilíndrico anfifilico el cual se inserta 

dentro de la membrana de la "célula blanco" e induce lesiones estructurales y funciona a nivel 

de membrana, conduciendo a la lisis y muerte celular (12). Adicionalmente, los fragmentos 

moleculares generados durante la activación de cualquiera de las vias del complemento, son 

reconocidos por receptores específicos sobre una amplia variedad de células. La unión de 

estos compuestos con sus receptores celulares desencadena un número de respuestas 

específicas importantes en la iniciación y mantenimiento de procesos inflamatorios, algunas 

de las cuales se han ido mencionando anteriormente (9, 13) 

Las principales anafilotoxinas del sistema complemento, C3a y esa, son 

generadas como consecuencia de su activación e inducen la degranulación de los mastocitos y 

basófilos con la consecuente liberación de aminas vasoactivas, las cuales incrementan la 

permeabilidad vascular. (2,3). La actividad quimiotáctica del esa y del C3a sería responsable, 

por otra parte del influjo de neutrófüos (polimorfonucleares, PMN) al sitio de la inflamación 

(2,3). En particular los PMN poseen aproximadamente S0.000 sitios de binding de alta 

afinidad por célula, para el esa. Una vez en el foco inflamatorio los fagocitos serian 

activados, tanto por la acción de los componentes C3a y esa, como también por la interacción 

directa de los er con los RFcy expresados por los fagocitos, y por productos bacterianos como 

los péptidos formilados, y los lipopolisacáridos de membrana de bacterias Gram negativas 

(LPS). Además el esa induce la activación de plaquetas causando su agregación y respuesta 

secretoria (14). También es capaz de interactuar con las células endoteliales causando tres 

respuestas funcionales: expresión en superficie de P-selectinas (molécula involucrada en la 

adhesión de neutrófilos), secreción del factor de von Willebrand (el cual induce la 

coagulación intravascular), y por último, provocando la generación de 0 2 . 

3.-Migración leucocitaria y adhesión: 

4 



- Introducción-

Los leucocitos son los principales actores en el sistema de defensa contra los 

microorganismos invasores. Los primeros en llegar son los granulocitos (neutrófilos, 

eosinófilos y basófilos), que lo hacen como resultado de la interacción secuencial de 

moléculas de adhesión. Las moléculas de adhesión presentes en los neutrófilos interactúan 

con sus receptores correspondientes en el endotelio de la microvasculatura induciendo la 

marginación y migración transendotelial . Conjuntamente con este reclutamiento de 

neutrófilos se produce la activación celular (15). 

Los macrófagos, constituyen la segunda fase de la respuesta inflamatoria; 

siendo centrales en los procesos crónicos. Estos pueden ingerir y destruir microorganismos 

por fagocitosis. Estas células se destacan por su capacidad para secretar un gran número de 

citoquinas inflamatorias (IL-1 ~ . IL-6, TNF-a, PAF, factores del complemento, etc.). Por otro 

lado, los macrófagos actúan específicamente colaborando con los linfocitos 

polimorfonucleares (PMN) y sus productos (16). 

3.1.-Moléculas de adhesión: 

Las propiedades migratorias de los leucocitos juegan un papel critico en la 

fisiología de la respuesta inmune. La mayor parte de los linfocitos maduros están en continua 

recirculación entre la sangre y los tejidos. Los monocitos y granulocitos emigran desde el 

lecho vascular en respuesta, en primera instancia, a modificaciones en la expresión y/o 

actividad de moléculas presentes en la superficie del endotelio de vénulas post-capilares, 

generadas en respuesta a un proceso inflamatorio vecino (17-18). 

Las moléculas responsables de establecer un sistema de comunicación efectivo 

entre leucocitos, células endoteliales y matriz extracelular, las adhesinas, pueden ser 

agrupadas en 3 familias diferentes: la familia de las selectinas, la superfamilia de las 

inmunoglobulinas y la familia de las integrinas. Las adhesinas pueden expresarse en forma 

constitutiva y/o ser inducidas por diversos mediadores inflamatorios (19-23). 

Los leucocitos salen del torrente circulatorio atravesando las vénulas del 

endotelio alto y en una primera etapa se produce una adhesión primaria: los leucocitos que se 

encuentran circulando se unen a ligandos endoteliales o contra-receptores a través de 

moléculas expresadas constitutivamente en los leucocitos, denominadas selectinas. Luego la 
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integrinas y sus ligandos de la super familia de las inmunoglobulinas. La tercera etapa 

consiste en la extravasación de linfocitos y la cuarta en la producción de factores que regulan 

la retención de linfocitos en los tejidos. 

Familia de las integrinas 

Las integrinas son una superfamilia de glicoproteínas transmembrana que 

median interacciones célula-célula y célula-sustrato (24). 

El CD11b/CD18 es particularmente importante en la adhesión de células 

mieloides a otras células y a ligandos generados por la activación de la cascada del 

complemento y de la coagulación (19). 

El CD11b/CD18 reconoce una variedad de sustancias endógenas y exógenas 

incluyendo el factor de complemento C3bi, la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1), 

el fibrinógeno, el factor X, Zymosan, P-glucanos, Escherichia coli y Leishmania (24). 

La relevancia de las B2 integrinas se manifiesta con claridad al observar el 

curso clínico de los pacientes que sufren LAD ( leukocyte adhesion deficiency ). En estos 

pacientes hay una producción o maduración deficiente de la cadena f. A consecuencia de 

esto, los leucocitos son defectuosos en los procesos de quimiotaxis, agregación, adherencia, 

fagocitosis y binding de C3bi, de esta manera no pueden llegar al sitio de la infección y el pus 

no se forma (19). Esta combinación de disfunciones lleva, en la mayoría de los casos, a un 

cuadro clínico severo en el cual se manifiesta una marcada susceptibilidad y predisposición a 

recurrentes y graves infecciones bacterianas (25, 26). Este es uno de los ejemplos más 

determinantes del rol de las moléculas de adhesión en la localización de los leucocitos in vivo. 

3.2.- Polimorfonucleares neutrófilos (PMN): 

La localización de los neutrófilos en respuesta a un estímulo inflamatorio 

agudo, es el resultado de una cascada coordinada de procesos interdependientes. La 

interacción secuencial entre las moléculas de adhesión expresadas por los neutrófilos y sus co- 

receptores en el endotelio de la microvasculatura, resulta en la marginación celular y la 
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adhesión secundaria requiere la interacción entre moléculas activadas de la familia de las ~2 

integrinas y sus ligandos de la super familia de las inmunoglobulinas. La tercera etapa 

consiste en la extravasación de linfocitos y la cuarta en la producción de factores que regulan 

la retención de linfocitos en los tejidos. 

Familia de las integrinas 

Las integrinas son una superfamilia de glicoproteínas transmernbrana que 

median interacciones célula-célula y célula-sustrato (24). 

El CD11b/CD18 es particularmente importante en la adhesión de células 

mieloides a otras células y a ligandos generados por la activación de la cascada del 

complemento y de la coagulación (19). 

El CD 11b/CD18 reconoce una variedad de sustancias endógenas y exógenas 

incluyendo el factor de complemento C3bi, la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1 ), 

el fibrinógeno, el factor X, Zymosan, ~-glucanos , E cherichia coli y Leishmania (24). 

La relevancia de las ~ 2 integrinas se manifiesta con claridad al observar el 

curso clínico de los pacientes que sufren LAD ( leukocyte adhesion deficiency ). En estos 

pacientes hay una producción o maduración deficiente de la cadena ~· A consecuencia de 

esto los leucocitos son defectuosos en los procesos de quimiotaxis, agregación, adherencia, 

fagocitosis y binding de C3bi, de esta manera no pueden llegar al sitio de la infección y el pus 

no se forma (19). Esta combinación de disfunciones lleva, en Ja mayoría de los casos, a un 

cuadro clínico severo en el cual se manifiesta una marcada susceptibilidad y predisposición a 

recurrentes y graves infecciones bacterianas (25, 26). Este es uno de los ejemplos más 

determinantes del rol de las moléculas de adhesión en la localización de los leucocitos in vivo. 

3.2.- Polimorfonucleares neutrófilos (PMN}: 

La localización de los neutrófilos en respuesta a un estímulo inflamatorio 

agudo, es el resultado de una cascada coordinada de procesos interdependientes. La 

interacción secuencial entre las moléculas de adhesión expresadas por los neutrófilos y sus co­

receptores en el endotelio de la microvasculatura, resulta en la marginación celular y la 
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migración transendotelial. En los tejidos las citoquinas sirven como atractantes de células al 

sitio de la injuria, aumentando las funciones de defensa del hospedador (15). Los mecanismos 

subyacentes a la localización de los neutrófilos, también sirven para modular la función 

efectora de éstas células. La interacción con la L-selectina, por ejemplo, induce la 

fosforilación en tirosina y la activación de la MAP kinasa y potencia la actividad del estallido 

respiratorio (15). E l reclutamiento de neutrófilos esta íntimamente unido a su actividad 

funcional. Las células endoteliales, por otra parte, producen las siguientes citoquinas: IL-1 , 

IL-6, factor estimulante de colonias macrófago-granulocíticas (GM-CSF) y también el factor 

activador de plaquetas (PAF) que es un fosfolípido capaz de activar a los PMN (27). 

La síntesis de dichos factores por las células endoteliales en respuesta a toxinas 

bacterianas, inducen la activación de los PMN resultando en la liberación de intermediarios 

reactivos del oxígeno. Además, la liberación extracelular de enzimas proteoliticas, 

provenientes de los gránulos de los neutrófilos, matan efectivamente a los microorganismos 

apresurando la resolución de la infección (15, 27). Pero, la injuria mediada por los PMN en 

los tejidos normales es una característica inevitable de la respuesta inflamatoria local. Más 

aún, los neutrófilos activados contribuirían al daño hepático y pulmonar, como así también al 

aumento de la permeabilidad microvascular generalizada que acompañan a los procesos de 

inflamación sistémica (15). 

Se han documentados varios aspectos de la migración y función de los PMN 

luego de su movilización desde la médula ósea. Los neutrófilos migran rápidamente a los 

tejidos inflamados, fagocitando y matando a los microbios y a los antígenos extraños (28), 

muriendo luego por apoptosis. Por inyección intravascular de PMN marcados radiactivamente 

se ha demostrado que estos sufren un secuestro transiente en pulmón, hjgado y bazo, pero no 

se ha visto migración de los mismos a tejidos no hematopoyéticos. También ha sido 

demostrado por Lovas et al. que el hlgado es un importante sitio de marginación de PMN, 

pero es posible que sea además, un sitio para la remoción y la lisis de los neutrófilos (28). En 

el bazo, los niveles de PMN eran similares a los hallados en el hígado, sin embargo solo una 

pequeña porción de los PMN estaban dañados, indicando que este órgano sólo secuestra los 

PMN normales. Peters et al . (28), interpretaron estos resultados, como un importante 

mecanismo de captación y retención reversible de PMN, sugiriendo que el bazo sirve como 

reservorio de los mismos. Los neutrófilos allí secuestrados podrían ser fácilmente 
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movilizados, ante el estímulo adecuado (28). 

La migración de los leucocitos en la circulación pulmonar difiere de la 

circulación sistémica porque ocurre como resultado de diferentes caminos de adhesión. Por 

ejemplo: el "rolling' de los PMN parece ser un pre requisito para un contacto más íntimo y 

firme con la superficie de las células endoteliales, en las vénulas poscapilares de la circulación 

sistémica (29). Sin embargo, en los capilares pulmonares, el secuestro de los PMN puede 

ocurrir como resultado del tamaño pequeño de los vasos y el prolongado contacto entre 

endotelio-leucocito y la activación de selectinas-integrinas de los PMN puede ser innecesario 

durante la cascada de migración de los neutrófilos en la circulación pulmonar. Sin embargo el 

tipo de estímulo inflamatorio es un factor importante en el camino de adhesión utilizado por 

los PMN en la circulación pulmonar (29). Por ejemplo cuando el estímulo es inducido por la 

E. co/i, IL-1 y el acetato de forbol miristico (PMA) el mecanismo de migración de los PMN 

en la circulación sistémica y pulmonar, sería dependiente de CDl 8. 

El influjo de los neutrófílos en los espacios aéreos del pulmón es necesario 

para el clearance de agentes infecciosos (30). Es importante destacar el papel de los 

macrófagos alveolares en el reclutamiento inicial de los PMN en pulmones infectados. 

Estudios recientes han demostrado que los macrófagos alveolares liberan citoquinas 

quimioatractantes, como el factor activador de plaquetas-4 (PF-4), que son mediadores 

críticos del influjo de los PMN en pulmones dañados. Los macrófagos alveolares forman la 

primera línea de defensa contra los microorganismos que entran por vía aérea a pulmón (30). 

El TNF-a. derivado de los macrófagos alveolares y de los mastocitos han sido implicados 

también en el reclutamiento de neutrófilos durante la respuesta inflamatoria (31 ) . 

3.3.- Macrófagos: 

Los macrófagos (M0 ) son células multifuncionales, que pueden ser 

encontradas prácticamente en todos los órganos y tejidos del organismo. Su precursor directo, 

los monocitos son Liberados a la circulación desde la médula ósea. Por medio de la corriente 

sanguínea estos monocitos migran dentro de los órganos donde se diferencian a macrófagos 

residentes, células de Kupffer, macrófagos esplénicos, constituyendo el sistema mononuclear 

fagocítico (SMF) (32). 
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Los macrófagos han adoptado importantes funciones en la inducción y 

regulación la respuesta inmune innata y adquirida (humoral y celular), y en el control de 

funciones celulares de muchas células no fagocíticas. Sin embargo es fundamental su función 

como depurador en la eliminación de material no propio, como los microorganismos, o de 

células propias alteradas, como los eritrocitos senescentes, complejos inmunes, productos 

inflamatorios células apoptóticas y material particulado, formando parte de un importante 

mecanismo de homeostasis (32, 33). 

Los M0 participan en muchas reacciones inflamatorias, y si bien su actividad 

está basada en la fagocitosis y degradación intracelular, su grado de funcionalidad depende de 

la producción y secreción de un panel de moléculas regulatorias tales como: citoquinas 

proinflamatorias, especialmente el factor de necrosis tumoral (TNF-a) e interleuquina 1 (1L­

l). Ambas activan a los M0 los que producen y secretan citoquinas reclutan células 

inflamatorias al sitio de inflamación (32) y estimulan la producción de óxido nítrico O) 

(33). 

El TNF-a es el principal mediador de los mecanismos de defensa contra 

infecciones bacterianas a gérmenes Gíam negativos. Algunas de las actividades del TNF-a 

son mediar la adhesión celular de neutrófilos monocitos y linfocitos a los endotelios, 

acumulando estas células en los sitios inflamatorios. A bajas concentraciones, induce en las 

células endoteliales la secreción de IL-8 . Esta citoquina actúa sobre leucocitos neutrófilos 

unidos al endotelio vascular estimulando su extravasación (quimiotáxis). Además activa la 

capacidad microbicida de los neutrófilos, eosinófilos y macrófagos. 

Si el estimulo para la producción de TNF-a fue muy intenso puede llegar al 

torrente sanguíneo generando varios efectos sistémicos. Actuando sobre el hipotálamo del 

cerebro induce fiebre (propiedad que comparte con la IL-1 ). En ambos casos el efecto es 

mediado por la síntesis aumentada de prostaglandinas por parte de las células hipotalámicas. 

Actúa sobre los M0 y células endoteliales induciendo niveles de producción de 1L-l e IL-6 

que alcanzan la circulación. Frente a estímulos inflamatorios actúa Gunto con la IL-1 y la IL-

6) sobre los hepatocitos aumentando la síntesis de proteinas de fase aguda. Activa también el 

sistema de coagulación, alterando el balance entre actividades pro y anticoagulantes del 

endotelio vascular (34). 

El interferón es un agente antiviral producidas por las células de los mamíferos 
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en respuesta a una gran variedad de estímulos (35). Si bien la actividad originalmente 

descripta fue la capacidad de tomar a las células sobre las que actuaba refractarias a la 

infocción viral, posteriormente se demostró su potente actividad inmunoreguladora. Esta 

modulación incluye la activación de M0 (33 , 36), la inducción de la liberación de histamina 

por los basófilos (37), el aumento de la expresión de antígenos de superficie en linfocitos 

(122,), el aumento de la citotoxicidad T (38), el aumento de la actividad natural killer NK 

(39) y de la CCDA (31 , 40). 

Asimismo, la activación de los macrófagos está marcadamente inhibida por 

citoquinas tales como el transforming grow factor-P (TGF-,8), IL-4, lL-10 (que inhibe la 

secreción de TNF-a., IL-1 , IL-2 y citoquinas 41 y IL-13 . Varias de estas citoquinas 

inhibitorias son producidas por los linfocitos T H2 ( 42). 

Por último, cabe destacar el papel de los corticosteroides como reguladores de 

la expresión de varios genes que poseen efectos anti inflamatorios. En primer lugar, estos 

reducen la producción de mediadores inflamatorios, tales como las citoquinas, 

prostaglandinas y óxido nítrico. En segundo lugar, inhiben la migración de células 

inflamatorias, a los sitios de inflamación por inhibición de la expresión de las moléculas de 

adhesión ( 42). 

3.3.1.- Acción del Diclorometilen Difosf onato. 

La inhibición de las funciones macrofágicas, puede ser lograda in vivo a través 

de la eliminación física de los macrófagos (M0) en uno o más tejidos u órganos por medio de 

la inoculación endovenosa de liposomas conteniendo diclorometilen-difosfonato (Lip-clod). 

Este procedimiento se conoce con el nombre de "método del macrófago suicida,, ( 43). Debido 

a la alta capacidad fagocítica de los M0, estos ingieren rápidamente los liposomas con la 

droga encapsulada vía endocitosis. Luego de la endocitosis se produce la fusión de los 

endosomas con los lisosomas. Estos últimos contienen enzimas lisosomales, tales como las 

fosfolipasas que actúan rompiendo la bicapa fosfolipídica de los liposomas provocando que la 

droga sea liberada en el interior de la célula (44). El lip-clod se acumula en el interior de la 

célula, que en altas concentraciones provoca un daño irreversible en el macrófago (30). Este 

proceso lleva a la muerte de éstas células por mecanismos que aún no son muy claros, pero 
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que podrían estar relacionados con la actividad de binding al calcio de la molécula o a la 

presencia de iones cloruros. El lip-clod encapsulado en liposomas mata selectivamente a 

aquellos macrófagos con actividad fagocítica ( 45). 

Esta técnica ha sido ampliamente utilizado en modelos experimentales (44) y a 

través de la misma se consigue inhibir la producción de citoquinas, además de bloquear la 

capacidad fagocítica de los M0 ( 46, 47) El lip-clod es inocuo para el resto de la poblaciones 

celulares, ya que la droga libre no puede cruzar fácilmente las membranas celulares y tiene 

una vida media extremadamente corta tanto en la circulación, como en los fluidos corporales 

( 44, 48). Otra ventaja importante de este método, es que el lip-clod induce la depleción de los 

macrófagos, y no simplemente el bloqueo de los mismos (49, 50). 

A las dosis establecidas la eliminación fisica de los macrófagos de hígado y 

bazo es máxima entre las 48-72 hs. posteriores a su inoculación, luego, los monocitos 

derivados de la médula ósea migran a los tejidos deplecionados de M0 y se diferencian en 

nuevos macrófagos. En la mayoría de los casos, todos Jos M0 eliminados son reemplazados 

en dos semanas, mientras la primer célula reaparece al final de la primer semana. Sin 

embargo, en el bazo, y los nódulos linfáticos la completa repoblación de estas células con 

todas las sub poblaciones de M0 pueden tomar mas de un mes (32). 

La eliminación de M0 específicamente en un órgano puede ser lograda 

variando la concentración y la vía de inoculación de los liposomas (32, 44), no afectando 

otros tipos celulares ni células no fagocíticas como por los linfocitos T o B ( 44). 

4.- Complejos inmunes v receptores para el fragmento Fe de la JgG: 

Es importante recordar que la interacción de anticuerpos y determinantes 

antigénicos es, generalmente, incapaz de neutralizar la capacidad infecciosa y/o patogénica de 

los microorganismos. Son entonces los complejos inmunes, los que contribuyen críticamente 

a este objetivo. Ellos presentan la capacidad a diferencia de los anticuerpos libres, de activar 

poderosos mecanismos efectores humorales y celulares. Los mecanismos efectores humorales 

involucran, básicamente, la activación del sistema complemento, iniciada a través de la 

interacción del fragmento Fe de las IgG e IgM con el componente Cl q (primer componente 

de la vía clásica de activación) (2, 3). Dicha activación conduce, por un lado a la lisis de 
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diferentes tipos de microorganismos y a la atracción de células inflamatorias como los 

neutrófilos y macrófagos (M0 ), a consecuencia de la generación in situ de potentes agentes 

quimiotácticos y anafilácticos (2, 3). 

Cuando las células fagocíticas (PMN y M0) arriban al sitio inflamatorio, 

interactúan con los productos bacterianos los componentes del complemento y/o los CI 

desencadenando un panel de respuestas celulares que dependen tanto del tipo de CI como del 

tipo celular a través de receptores específicos (RFc). 

Los complejos inmunes que presentan anticuerpo IgG juegan un papel 

relevante en las resolución de enfermedades infecciosas. Sin embargo, como dijimos 

anteriormente la respuesta innata actúa coordinadamente con la respuesta específica para 

eficientizar los procesos. Así los tres componentes básicos en una respuesta antimicrobiana 

son: los CI, el sistema complemento, y las células fagocíticas. 

Los receptores para el Fe (RFc) son capaces de reconocer la porción Fe de los 

anticuerpos, existiendo así para cada tipo de anticuerpo un RFc diferente: RFcy que une IgG, 

RFca que une lgA, RFce que une IgE, RFcµ que une lgM y RFcli que une IgD (51 ). 

La mayoría de los RFc pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas, 

en la cual se agrupan moléculas derivadas de un precursor génico común y, por lo tanto 

evolutivamente relacionadas y estructuralmente homólogas. Todos sus miembros presentan 

una estructura tridimensional común en la que se observa un dominio tipo-lg, homólogo a los 

dominios C o V de las lgs (52). 

4.1.- Receptores celulares para el fragmento Fe de las inmunoglobulinas: 

Existen 3 clases diferentes de RFcy descriptos tanto en humanos como en 

ratones (53), relacionados estructuralmente pero funcionalmente diferentes. 

EL RFcyI es una glicoproteína de 70KD que une en humanos IgG1 e IgG3 

monomérica humana con gran afinidad y en ratón IgG2a e IgG3 de ratón. También puede unir 

CI debido a la presencia de tres dominios extracelulares lg-like, en vez de dos como ocurre en 

las otras dos clases de RFcy (54). La expresión de estos receptores está restringida a fagocitos 

mononucleares en donde la interacción del receptor con su ligando desencadena una fuerte 

actividad citotóxica (55). 

12 



- Introducción-

El FcyRII es una glicoproteína que une IgG monomérica con baja afinidad que 

se encuentra en polimorfonucleares (PMN), plaquetas, linfocitos de gránulos grandes (LGL), 

células natural /dller (NK) y linfocitos B así como también en monocitos y macrófagos. Esta 

clase de receptores reacciona con CI (IgG) y partículas sensibilizadas con IgG (no así con IgG 

monomérica (54). 

El FcyRIII es una glicoproteína de 50-70 KD que une IgG monomérica con 

baja afinidad. Está presente en macrófagos, PMN, células LGL y NK. Une también CI y 

partículas sensibilizadas con IgG. Existen 2 tipos de estos receptores: FcyRIIIA con un 

dominio transmembrana e intracitoplasmático convencional y el FcyRIIIB unido a la 

superficie vía un fosfatidilglicano (GPI) incapaz de generar una señal intracelular (54). 

En ratones, tanto el RFcyIT como el RFcyID unen CI formados por IgGl , 

IgG2a, e IgG2b pero no IgG3 (53). 

4.2.- Funciones mediadas por los RFcr 

Los RFcy están involucrados en el clearance de complejos inmunes (CI), 

fagocitosis de patógenos opsonizados con anticuerpos, refuerzo de la presentación antigénica, 

citotoxicidad por secreción de intermediarios reactivos del oxígeno (ROT), citotoxicidad 

celular dependiente de anticuerpos (CCDA) y citotoxicidad de células tumorales opsonizadas 

con anticuerpos (56, 57).Estos receptores son particularmente importantes en la defensa 

contra patógenos durante los procesos infecciosos (58, 59). La opsonización de patógenos con 

IgG y/o factores de complemento permite a las células reconocer una amplia variedad de 

organismos utilizando un número limitado de receptores (60) . 

4.2.1.- C/earance de CI: 

Como se mencionó anteriormente la formación de CI es un proceso fisiológico 

que permite al SMF eliminar los microorganismos invasores y las sustancias tóxicas foráneas 

(1 ). El clearance de CI es un proceso dinámico, rápido y seguro y constituye una de las áreas 

más importantes de la patofisiología de CI. Diversos factores influencian dicho fenómeno, 

como ser las propiedades fisico-químicas de los CI entre las que se encuentran el tamaño, 
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clase de anticuerpo, relación antígeno: anticuerpo, habilidad para fijar complemento, 

características del antígeno y las propiedades relacionadas al SMF como la expresión de 

receptores para componentes del complemento o para la porción Fe de las IgG (61-63). 

Cualquier alteración de estos factores puede afectar significativamente la velocidad de 

depuración o clearance. La persistencia de Cl en circulación puede ser consecuencia de una 

disfunción en el SMF (61-64). En este sentido pacientes con enfermedades por CI presentan 

una discapacidad en el SMF para remover partículas opsonizadas con IgG (64) y como 

consecuencia de ello aparecen los cuadros clínicos característicos de la presencia de CI 

circulantes como las nefropatías y vasculitis. Asimismo, en pacientes que presentan 

infecciones con bacterias Gram (-)se ha encontrado una mayor capacidad depuradora (65-68). 

Se ha sugerido que las células sensibilizadas con anticuerpos IgM fijadores de 

complemento son eliminados de la circulación en primer lugar, por el hígado, y mientras que 

las células recubiertas con los anticuerpos IgG a bajas concentraciones lo hacen 

fundamentalmente en el bazo (69). En este contexto los anticuerpos IgG e IgM interactúan 

con el sistema complemento in vivo por mecanismos que son cualitativa y cuantitativamente 

diferentes produciendo en consecuencia efectos biológicos diferentes (69). Fran.k et al. han 

demostrado que en los eritrocitos los sitios fijadores de complemento formados por el 

anticuerpo IgM se comportan diferente a los formados por IgG y que tanto el patrón de 

clearance como la localización en los órganos de las células depuradas difieren según la 

célula haya sido sensibilizada con alguno de las dos clases de anticuerpos (70). 

Los mecanismos de clearance dependen de los receptores específicos que se 

encuentran sobre la superficie de las células fagocíticas que reconocen a los fragmentos de 

complemento o a la porción Fe de la molécula de anticuerpo IgG (62). 

Las células de Kupffer son las principales células del SMF encargadas de la 

remoción desde la circulación de agregados solubles. Existen probablemente sistemas de 

reconocimiento de superficie que permiten a estas células adherirse a distintas sustancias e 

internalizarlas (71 , 42). Un sistema bien descripto es aquel cuya captación está mediado por 

los receptores de C3b y del Fe de los complejos constituidos por IgM e IgG respectivamente. 

Este sistema ha sido estudiado in vitre para el clearance de complejos inmunes formados por 

IgG e IgM, con células de Kupffer aisladas y macrófagos peritoneales. Este sistema parece ser 

específico para cada tipo de complejo inmune y es saturable, al menos para los complejos 
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constituidos por IgG (71). El tamaño de los agregados como las cargas altamente negativas de 

los mismos, parece ser crítico. ya que por ejemplo, por tratamiento con tetrámeros de 

albúmina (que se comportan como un monómero) la captación por las células de Kupffer 

parece ser muy baja, sin embargo, cuando los agregados son muy grandes (mayores a 5 

millones) son atrapados por los capilares del pulmón (71 ). A través de estos estudios se 

demostró que existen varios mecanismos independientes por los cuales agregados proteicos, 

podrían ser captados por el hígado. Algunas proteínas son reconocidas por sistemas de 

captación específicas, mientras otras parecen compartir mecanismos no tan comunes. 

4.2.2.- Fagocitosis: 

Los fagocitos, al arribar al foco inflamatorio, reconocen al microorganismo invasor, se 

adhieren a él y lo internalizan (72). La eficiencia de esta proceso, denominado fagocitosis 

depende tanto del linaje de La célula fagocítica y su estado de activación como de la presencia, 

sobre la superficie del microorganismo, de moléculas que puedan ser reconocidas por 

receptores expresados por los fagocitos . Estas moléculas pueden clasificarse en dos grupos 

diferentes, según sean propias del microorganismo o se depositen en su superficie como 

consecuencia de la interacción del agente infeccioso con el sistema inmune del huésped. Este 

segundo grupo incluye a las lgG e IgM y a los factores C3b y C3bi y reciben el nombre de 

opsoninas (72). Ellas facilitan el reconocimiento de los microorganismos por los fagocitos, a 

través de su interacción con receptores. Los componentes C3b y C3bi se unen al CR1 (CD35) 

y CR3 (CD1 lb/CD18) respectivamente y la lgG a su receptor RFcy. Para la mayoría de las 

partículas opsonizadas, las interacciones establecidas entre C3b o C3bi y CRI y/o CR3 

promueven la adhesión del agente invasor al fagocito pero no su ingestión, mientras que la 

unión IgG- FcyR induce la adhesión e internalización (73). Dado que ambos tipos de 

receptores se encuentran presentes sobre los fagocitos, estas opsoninas actúan en forma 

cooperativa, disminuyendo la cantidad de anticuerpos necesarios para la ingestión de los 

microorganismos (74). En todos los casos la unión del microorganismo promueve en el 

fagocito la polimerización de actina en la zona subyacente al sitio de contacto, lo que conduce 

a la extensión de pseudópodos que envuelven la partícula dando origen a una vacuola 

fagocítica. Es decir que la fagocitosis es dependiente del sistema de microtúbulos y/o 
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microfilarnentos, lo que la hace sensible a la citocalasina B. 

Es importante destacar que los mecanismos citotóxicos pueden clasificarse en 

oxigeno-dependientes y oxigeno-independientes. Los mismos pueden operar también a nivel 

extracelular, sobre todo cuando la particula no puede ser fagocitada y cuando el fagocito es 

activado por estímulos solubles. 

4.2.3.- Mecanismos citotóxicos dependientes del oxígeno: producción de intermediarios 

reactivos del oxígeno. 

La activación de las células fagocíticas particularmente de los PMN, por la 

interacción directa de los Cl con los RFcy, lleva a la liberación de potentes mediadores 

inflamatorios y a la produccción de intermediarios reactivos del oxígeno (IRO) (75) capaces 

de destruir la célula blanco en un proceso denominado citotoxicidad inducida por Cl (Ctx­

CI). Los IRO no sólo cumplen un papel relevante en la destrucción de microorganismos 

invasores, sino también en la generación de lesiones tisulares en las regiones próximas al sitio 

de producción (76). Los IRO incluyen radicales oxidantes, halógenos oxidados y oxigeno 

singulete. Son generados por reducción parcial del oxigeno molecular a través de un proceso 

denominado estallido respiratorio (75). 

Todos los IRO producidos por los fagocitos derivan del anión superóxido (02-

) (75). Este último es capaz de reaccionar con una amplia variedad de sustratos biológicos 

originando hipohalitos (XO-) , radical hidroxilo (OH) y agua oxigenada (H20 2) (76). 

El H202 es un oxidante estable capaz de ejercer efectos citotóxicos en distintos 

sistemas biológicos (77), no obstante, muchos tipos celulares, entre ellos los propios fagocitos 

y numerosos microorganismos poseen enzimas capaces de detoxificar el H20 2 como la 

catalasa y/o Ja glutation peroxidasa (78). 

4.2.4.- Mecanismos citotóxicos independientes del oxígeno: 

Los fagocitos contienen, además de su sistema generador de IRO, gránulos 

citoplamáticos cargados de agentes anti-microbianos. Los mismos son liberados al 

fagolisosoma durante la fagocitosis o al medio extracelular, en el caso de estímulos solubles 
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o particulados no fagocitables. Estos agentes incluyen enzimas hidrolíticas tales como 

fosfolipasas, glucosidasas, lisozima, rnieloperoxidasa (MPO). proteasas y péptidos/proteínas 

capaces de alterar la fisiologia de la célula blanco (72). 

La mieloperoxidasa es una enzima presente en los gránulos azurófilos de los 

neutrófilos en presencia de un halogenuro como por ejemplo el ion como el cr, transforma el 

H202 en HOCr; poderoso agente oxidante y antimicrobiano. 

Entre las proteasas de mayor relevancia se encuentran la elastasa, la catepsina 

G, la colagenasa y la gelatinasa (76-78) 

La elastasa es un proteasa de serina que se encuentra en altas concentraciones 

en los gránulos azurófilos de los neutrófilos. Es activa sobre una amplia variedad de sustratos 

que incluyen a casi todas las proteínas de la matriz extracelular, proteínas plasmáticas y 

numerosas proteínas expresadas sobre la superficie de células intactas (79, 80).Además sería 

importante para la locomoción de los neutrófilos para facilitar la penetración de los mismos 

en los tejidos. 

Otras proteínas que forman parte del arsenal destructivo de los fagocitos son la 

lisozima y la lactoferrina. La lisozima ejerce sus funciones bacteriolíticas al rudrolizar las 

uniones glicosídicas de los mucopéptidos de la pared celular bacteriana. Es capaz de ejercer 

también efectos antimicrobianos a través de mecanismos no enzimático (81). 

4.2.5.- Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo. 

Es un mecanismo citotóxico contra célula blanco recubiertas por anticuerpos 

específicos, mediado por diferentes poblaciones celulares (82). Pese a que los mecanismos en 

la CCDA no han sido elucidados con claridad, en todos los casos, la reacción es activada a 

través de la interacción de los fragmentos Fe de los anticuerpos IgG que recubren la célula 

blanco, con los RFcy expresados por las células efectoras. Estas últimas no sólo incluyen 

subpoblaciones linfocitarias sino también a los leucocitos polimorfonucleares, monocitos, 

macrófagos y plaquetas (82). Hasta el presente no se ha podido determinar en forma 

concluyente la relevancia fisiológica de la CCDA (83 , 86). 

Los monocitos, macrófagos y leucocitos polimorfonucleares son capaces de 

mediar la CCDA en forma eficiente, contra diferentes tipos de células blanco recubiertas por 
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anticuerpos lgG. Su potencialidad citotóxica es regulada por la acción de diferentes citoquinas 

y/o productos inflamatorios. El IFN-y, TNF-a., GM-CSF y el C5a, potencian la CCDA 

mediada por fagocitos; en cambio los glucocorticoides, IL-1 O y ciertos agentes capaces de 

incrementar los niveles intracelulares de AMPc la inhiben (82). 

4.2.6.-Liberación de mediadores lipídicos de inflamación 

La estimulación de células fagocíticas por CI (86) conduce también a la 

liberación de mediadores lipídicos de inflamación, cuya acción autócrina o parácrina 

contribuye al desarrollo de la respuesta inflamatoria. Ellos ejercen efectos sobre el endotelio, 

el músculo liso, los leucocitos y las plaquetas. o son acumulados como mediadores 

preformados. Son sintetizados de novo a expensas de la activación del metabolismo 

fosfolipídico (86). 

La interacción de los CI con los RFcy induce la liberación de ácidos grasos 

insaturados desde los fosfolipidos que forman parte de la membrana celular (87), entre los 

cuales se encuentra el ácido araquidónico, el cual al ser metabolizado genera prostaglandinas 

(PG), tromboxanos (TX), ácidos hidroperóxidos (HPETEs), ácidos hidroxieicosatetraenoicos 

(HETEs) o leucotrienos (LT) (86). 

S.- Inflamación. Lipopolisacáridos bacterian.os. Shock Séptico: 

La inflamación es un sistema de defensa primario rápido del organismo que se 

manifiesta luego de la injuria a un tejido. La inflamación se define por la presencia de calor, 

dolor, rubor y tumor, lo que refleja los efectos de las citoquinas liberadas por los fagocitos y 

la acción el sistema complemento sobre los vasos sanguíneos locales. La dilatación y el 

aumento de la permeabilidad de dichos vasos lleva al aumento local del flujo sanguíneo y al 

pasaje de fluidos, provocando calor, rubor y tumor. Los efectos de las citoquinas modifican 

las propiedades de adhesión al endotelio causando la unión de leucocitos circulantes a las 

células endoteliales y la migración de los mismos al sitio de la infección provocando el dolor. 
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- Introducción-

El objetivo de esta respuesta es el de contener o destruir el agente invasor y retirar del tejido 

los desechos resultantes de la respuesta inflamatoria. 

Uno de los problemas más frecuentes y serios con los que se enfrentan las 

unidades hospitalarias de cuidado intensivo es el manejo de las infecciones con bacterias 

Gram negativas y de las respuestas sistémicas a dichas infecciones, síndrome que se conoce 

con el nombre de síndrome séptico (53-56). La fase final de este síndrome se denomina 

"shock séptico", el cual en términos generales presenta coagulación intravascular, 

disfunciones orgánicas múltiples, hipotensión y finalmente muerte (88-91). 

Las manifestaciones de los cuadros sépticos incluyen aquellas relacionadas con 

la respuesta sistémica a la infección: taquicardia, alteraciones de la temperatura, leucocitosis; 

y aquellas relacionadas con las disfunciones orgánicas: anormalidades cardiovasculares, 

respiratorias, renales, hepáticas y hematológicas. 

Actualmente se cree que la respuesta inflamatoria desmedida del huésped a la 

infección contribuye, sustancialmente, al desencadenamiento del shock séptico (88-91). 

Las bacterias están rodeadas por una envoltura que les garantiza forma e 

integridad. En el caso de las bacterias Gram negativas, dicha envoltura se presenta en forma 

de bicapa asimétrica, en donde en la capa externa se encuentran proteínas y una clase de 

moléculas anfipáticas denominadas lipopolisacáridos (LPS) (88-92), mientras que en la capa 

interna abundan los fosfolípidos. 

Actualmente, se sabe que los LPS, a través del Lípido A (componente 

endotóxico del LPS), interaccionan con distintos tipos celulares, entre los que se incluyen las 

células mononucleares (monocitos y macrófagos), células endoteliales, células musculares 

lisas, granulocitos polimorfonucleares y trombocitos (98). La estimulación de los leucocitos 

con LPS induce la liberación de citoquinas y otros mediadores inflamatorios que incrementan 

la respuesta de defensa del huésped contra las bacterias invasoras. Entre las citoquinas 

secretadas por acción del LPS, el TNF-a y la interleuquina-1 (IL-1) ejercen un rol central en 

la patofisiología de los fenómenos sépticos (99) . Además produce el aumento de la expresión 

de integrinas en neutrófilos, adherencia de monocitos y macrófagos al endotelio y activación 

del complemento entre muchas otras funciones . También se generan intermediarios reactivos 

del oxígeno, mediadores lipídicos, IL-6 IL-8, IL-10 (98-101). La producción a bajos niveles 

de estos mediadores resulta ser benéfica y puede traducirse en la adquisición de resistencia a 
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- Introducción-

infecciones o en actividad adyuvante. En cambio cuando altos niveles de mediadores alcanzan 

la circulación se observan efectos perjudiciales como hipotensión y shock (102). 

El reconocimiento de los LPS por la superficie celular es necesario para su 

incorporación y para el desencadenamiento de las señales intracelulares que producen la 

activación celular. 

Las evidencias actuales sugieren que numerosos receptores estarían 

involucrados en el reconocimiento y la activación celular por LPS, en la captación y 

detoxificación de moléculas de LPS libres (103). 

El receptor mejor identificado y caracterizado, hasta la fecha, es la proteína 

CD 14 presente en monocitos, macrófagos y en menor grado en polimorfonucleares (PMN). 

Dicho receptor es una glicoproteína anclada a la membrana por un enlace glicosil-fosfatidil 

inositol (GPI) (104). El CD14 actúa como receptor tanto para el LPS solo, como 

para el complejo formado por LPS-LBP (lipopolysaccharide-binding protein), la cual es una 

proteina sérica que une LPS (105). 

A pesar de que el CD 14 carece de un dominio intracelular cito plasmático, 

proteínas unidas a membrana por enlaces GPI, pueden asociarse con tirosinquinasas y de esta 

forma desencadenar señales transduccionales (106). Alternativamente, el CD14 puede actuar 

como un co-receptor, uniendo LPS o LPS-LBP a la superficie celular: una vez unido a la 

célula el LPS puede interactuar con otros receptores, amplificando la activación celular (51 ) . 

Aunque la inyección sistémica de LPS en animales ha sido un modelo 

experimental utilizado ampliamente para el estudio de los fenómenos inflamatorios durante 

las infecciones con gérmenes Gram negativos, el manejo de las bacterias por el sistema 

inmune tendría aspectos cualitativamente diferentes. Luego de la entrada a la circulación, el 

LPS experimenta una hidrólisis y metabolismo limitados y es depurado principalmente por el 

hígado. La forma fisica en la cual la endotoxina es presentada en el animal, determina como 

será manipulado por el hígado. Si es presentado como bacteria viva, la endotoxina es 

localizada en las células de Kupffer, y si el LPS está purificado de estas mismas células e 

inyectado directamente en el animal, se localizará en los hepatocitos (107). El clearance del 

LPS purificado ocurre supuestamente a través de ciertos (scavenger) receptores sobre los 

hepatocitos. Estos receptores eliminan la endotoxina que ha sido quimicamente modificada 

por el cuerpo y por lipoproteinas que la transportan (107). Estos receptores también eliminan 
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los peptidoglicanos que son una estructura presente en la superficies de todas las bacterias y 

es el principal componente de las bacterias Gram positivas. El clearance a través de estos 

receptores no inicia una respuesta a citoquinas en contraste con la endotoxina depurada a 

través de las células de Kupffer. El LPS intacto se adhiere a las células de Kupffer, 

presumiblemente a través del CD14. Estas células son responsables principalmente de la 

generación e citoquinas proinflamatorias liberadas durante la endotoxemia y de la quimiotaxis 

de neutrófilos inmigrantes (108, 109). Las consecuencias de este proceso pueden ser 

importantes en cuanto a la producción de citoquinas, persistencia del antígeno en circulación 

y resolución final del fenómeno. 



- Materiales y Métodos-

C.- MATERIALES Y MÉTODOS: 

1.- Reactivos generales: 

1.1.- Solución Fisiológica (SF): 

La solución fisiológica (SF), fue preparada con Cloruro de Sodio, CINa: O, lSM 

1.2.- Buffer fosfato salino (PBS). 

La solución fue preparada con aCI O, 138M, KCI 0,027M, az}-IP04 0,078M y 

KHP04 0,015M; pH: 7,4. 

1.3.- Buffer carbonato: 

El buffer carbonato fue preparado con aHC03 O, 05M y NaCl O, lOM, ( 1: 1 O, 

pH: 9,2). 

1.4.-Buffer fosfato salino con Ca++/Mg++: 

La solución fue preparada con 50 mi de PBS al cual se le agregaron 500 µ I de 

CaCh l 00 mM y 500 µ1 de MgC}z 100 mM. 

1.5.- Buffer fosfato: 

La solución fue preparada con HP04= O,OlM, pH: 8. 

1.6.- Buffer citrato-fosfato: 

El buffer citrato-fosfato fue preparado con ácido cítrico O. lM y aHP04 O, lM, 
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- Materiales y Métodos-

pH: 5. 

1.7.- Solución reveladora para la cuantificación de MPO: 

La solución reveladora se preparó con 8.5 mg de o-phenylendiamina por cada 

25 m1 de buffer citrato-fosfato adicionada con 1 O µ l de H20 2 al 30%. 

1.8.- Solución de dextrán: 

Solución de Dextrán (266 Kd) al 6% en solución salina (Sigma, St.,. Louis, 

USA). 

1.9.- Solución para tratamiento ácido: 

La solución fue preparada con HCl/Glicina 0, IM, pH: 2.8 

1.10.- Medio de cultivo utilizado para los estudios de TNF-a: 

Se empleó medio de cultivo RPl\11 1640 (GIDCO Lab., Grand Island USA), 

suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 1 o 3% inactivado por calentamiento a 56ºC 

durante 30 minutos (GIDCO Lab. Grand Island, USA) y gentamicina (50mg/ml). 

2.- Animales. 

Se utilizaron ratones machos BALB/c de 1 O semanas de edad criados en el 

bioterio de la División de Medicina Experimental, IIHema, Academia acional de Medicina. 

3.- Estudios in vivo: 

3.1.- Estudios de Clearence: 
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3.1.1.- Preparación de la bacteria: 

Las bacterias Escherichia. coli 011 l :B4 inactivadas con formol al 5%, fueron 

lavadas 3 veces (8000 r.p.m. por 3 min.) con SF, eliminándose el LPS libre en solución y la 

azida con la que las bacterias son mantenidas hasta su uso. 

3.1.2.- Marcación de bacteria con 51Cr: 

Las bacterias fueron marcadas con a2
51 Cr04 (Na2

51 Cr0 4, ew lngland 

Nuclear, Boston MA) incubándose 500 µI de 51 Cr por cada 1 rn1 de bacteria proveniente del 

stock (1 ,8 x 1011 bacterias/mi) durante 1 hs a 37ºC. Luego se efectuaron cinco lavados 

sucesivos (3 min. a 8000 r.p.m.) para eliminar el excedente de 5 1Cr. A continuación la 

bacterias fueron resuspendidas con solución fisiológica nuevamente a la concentración inicial. 

3.1.3.- Obtención de IgG de conejo anti-Escherichia coli Olll:B4: 

EJ antisuero se obtuvo por inmunización de conejos con E. coli Ol 11B:4. El 

esquema de inmunización consistió en una primera inoculación subcutánea de E. coli 

Ol 11B:4 (7,2 x 108 bacterias/100µ1), y tres inoculaciones más, por la misma vía y de la 

misma concentración a los 20 30, y 40 días posteriores a la primera inoculación. Siete días 

después de la última inoculación, el conejo fue sangrado y la IgG fue obtenida por 

precipitación del suero inactivado con sulfato de amonio al 50% y cromatografía en DE-52 

celulosa (Whatman Paper Co) (buffer fosfato O OlM, pH: 8) (110). 

3.1.4.- Preparación del complejo bacteria anticuerpo (EA): 

Se realizó la formación del correspondiente complejo inmune: E. coli­

Anticuerpo (EA), por incubación de la bacteria con la IgG anti-E. coli, en concentración 

subaglutinante, durante media hora a 37°C, siendo lavadas 3 veces (3 min. a 8000 r.p.m.) para 

eliminar todo el anticuerpo que pudo haber quedado libre, sin formar parte complejo inmune 
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(CI). 

3.1.5.- Estudios de clearance de bacteria marcada con 51Cr por el sistema mononuclear 

fagocítico (SMF): 

Los ratones fueron inoculados por vía endovenosa, por inyección en el plexo 

retro-orbital, de 200µ1 (1,44 x 1010 bacterias/200µ1 SF) de Escherichia coli 01 ll :B4 

formoladas marcadas con 51 Cr (5 1Cr-E), o bien por igual concentración de bacterias 

sensibilizadas con su anticuerpo específico ( 1Cr-EA). Este último se preparó de acuerdo a lo 

especificado anteriormente. 

La velocidad de depuración fue determinada por cuantificación de la 

radioactividad presente en las muestras de sangre, obtenidas en forma seriada, por punción del 

plexo opuesto con pipeta heparinizada y calibrada (25µ1). La radioactividad obtenida al 

minuto de la inoculación de E o EA, fue considerada como el 100% de la marca, a partir de 

donde se calcularon los porcentajes de marca sucesivos. Para determinar el total de bacteria 

eliminada (clearance) y la distribución de la misma en los distintos órganos del sistema 

mononuclear fagocítico (SMF), los animales fueron sacrificados a distintos tiempos y se les 

extrajo: el bazo, los pulmones, el hígado, los riñones y el fémur, determinándose la 

radioactividad presente en ellos. El número total de cuentas en la médula ósea fue estimado, 

asumiendo que un sexto del total se encuentra en el fémur. En todos los casos se midió la 

radioactividad con un contador gamma (Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, California), y 

la captación en los órganos fue expresada como el porcentaje del total de la radioactividad 

remanente en el momento de la muerte (111). La marca total de 51 Cr-E o 51 Cr-EA en la sangre 

en cada tiempo fue derivado de la marca obtenida en la última muestra, siendo multiplicadas 

por un factor de corrección, considerando que la volemia de un ratón es 0,09 mi/gr. de peso 

corporal. 

3.2.- Formación del complejo bacteria anticuerpo in vivo: 

3.2.1.- Protocolo de inmunización de ratones con bacteria E. coli 0111 :B4: 
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Los ratones fueron inmunizados con E.coli Ol ll :B4 fonnoladas, lavadas, y 

resuspendidas en SF a una con concentración de 1,44 x 1010 bacterias/mi. Se realizó el 

siguiente esquema de inmunización: se inocularon por vía endovenosa, por inyección en el 

plexo retro-orbital 50µ1 de la suspensión de bacterias. A los 20 días se inoculó una segunda 

dosis, y la tercera y última, a los 30 días respecto de la primera, inoculándose siempre la 

misma cantidad de bacteria. Los estudios de clearance se llevaron a cabo 50 días después de 

la primera inoculación, y se respetó el mismo protocolo descripto en la sección anterior. El 

título de anticuerpos de los animales inmunizados en el momento de ser utilizados fue 

aglutinante hasta una dilución de 1: 10 del anticuerpo, a concentración fija de bacteria (1,44 x 

1010 bacterias/200µ1) . 

3.3.- Eliminación del Sistema Complemento: 

3.3.1.- Tratamiento con el Factor de Veneno de Cobra (FVC): 

Los animales fueron descomplementados por inyección por vía endovenosa de 

2 U del Factor de Veneno de Cobra (FVC) (Sigma), 48 hs, 24 hs y media hora antes de 

realizar los estudios de clearance. 

3.3.2.- Cuantificación de C3 en suero: 

Los niveles de proteína C3 en el suero de los animales controles y los tratados 

con FVC fue determinado por una inmunodifusión radial en agarosa al 1.5% en PBS, 

adicionada con a-C3 de ratón hecho en cabra (0.8 mg/ml) (Cappel Lab., Detroit, Michigan). 

Se sembraron diluciones seriadas de los sueros (volumen final 10µ1) , y 18 hs después se 

compararon los diámetros de los halos de precipitación. 

Los niveles de C3 en animales tratados con FVC, medidos al momento de 

estudio fueron menores del 5% de aquellos obtenidos en sueros de ratones normales. 

26 



- Materiales y Métodos-

3.4.- Eliminación de macrófagos in vivo: 

3.4.1.- Tratamiento con diclorometilendifosfonato encapsulado en liposomas: 

Los animales fueron inoculados con 200µ1 de diclorometildifosfonato 

encapsulado en liposomas (Lip-clod) por vía endovenosa, 48 hs antes de los estudios de 

clearance y sobrevida. Este procedimiento, ha sido ampliamente utilizado en diferentes 

modelos experimentales (112) . El lip-clod fue generosamente provisto por Boehringer 

Mannheim, Mannheim, Germany. 

3.5.- Bloqueo de los polimorfonucleares (PMNs) por tratamiento con anti Mac-1 

(CD1lb/CD18) in vivo: 

Para bloquear la migración de los PMN se utilizó el anticuerpo monoclonal 

purificado contra CD11b/CD18 (anti Mac-1) (clon Ml/70.15, IgG2b de rata contra CDllb), 

libre de azida, el cual fue generosamente donado por la Dra. Francoise LePault de la Unidad 

1461 CNRS URA, Hospital Necker, 161 Sevres 75743, Francia. Para ello se inocularon 25 ul 

de anti Mac-1 (2, 1 mg/1) por vía endovenosa, por inyección en el plexo retro-orbital, media 

hora antes de realizar los estudios de clearance por inoculación de 5 Lcr-E o 51Cr-EA. 

3.6- Localización celular de la bacteria. 

3.6.1.- Marcación de bacteria con Isotiocianato de Fluoresceína {FITC): 

Las bacterias fueron lavadas y resuspendidas en buffer carbonato (1 : 1 O, pH: 

9 2). Se le agregó en agitación 18µ1 de FITC (Sigma, St. Louis, USA) (18 mg/ml), disuelta en 

el mismo buffer carbonato, dejándolo en agitación durante un período de dos horas. 

Posteriormente se realizó una diálisis en 300 mi de SF o PBS, renovando el liquido de diálisis 

cada 90 min., por un período de 8 hs. Una vez finalizada la diálisis, la bacteria tluoresceinada 

se lavó 3 veces (3 min. a 8000 r.p.m.) y los distintos experimentos fueron realizados 

utilizando una concentración de 1,44 x 1010 bacterias fluoresceínada/200µ1 (EF) por animal. 

Se formó el complejo EF A tal como se procedió en los casos anteriores. Todos los 
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experimentos fueron evaluados empleando un citómetro de flujo F ACSCAN de Becton 

Dickinson (Becton Dickinson Immunocytometry System, San José, CA, USA), analizándose 

no menos de 10.000 eventos y el análisis de los datos se realizó, utilizando el programa Cell 

Quest (Becton Dickinson). 

3.6.2.- Estudios de distribución de PMN en sangre y en pulmón. Cuantificación de la 

fagocitosis de bacteria fluoresceioada in vivo: 

Los ratones fueron inoculados con. EF o EF A (1 ,44 x 1010 bacterias/200µ1) por vía 

endovenosa. por inyección en el plexo retroorbital . A los 5 min. y a las 3 hs post inyección se 

extrajeron de cada grupo 200µ1 de sangre, obtenida por punción del plexo opuesto con pipeta 

heparinizada. A las 3 hs los animales fueron sacrificados y se les extrajeron los pulmones y/o 

el bazo y el hígado, según el experimento efectuado. 

La sangre obtenida, fue diluida al medio con SF. Luego se agregó dextrán al 6%, en 

una proporción de tres volúmenes de suspensión celular a un volumen de dextrán. Se dejó 

sedimentar durante 1 hs a temperatura ambiente, se recogió el sobrenadante rico en leucocitos. 

Los eritrocitos contaminantes fueron eliminados por shock osmótico con agua destilada 

durante 1 min., restituyéndose inmediatamente la isotonicidad con SF 1 OX. Se lavó con PBS 

(2 veces, 1200 r.p.m., por 10 min.), y los leucocitos fueron resuspendidas en 300µ1 de lsoflow 

(Intemational Link S.A. , Buenos Aires, Argentina). Los pulmones, los hígados y los bazos 

fueron desmenuzados cuidadosamente con tijeras y pasados a través de una malla fina de 

acero inoxidable. Las células obtenidas fueron lavadas y sembradas en 1 mJ de dextrán 6%, 

cada 2 ml de suspensión celular. A continuación se siguió el mismo procedimiento que con 

las muestras de sangre. Finalmente se tomaron 10µ1 de las muestras de cada órgano y se 

resuspendieron en 300µ1 de Isoflow. Se evaluó el % de PMN y el % de fagocitosis por 

citometria de flujo en todas las muestras obtenidas. 

4.- Estudios in vitro: 
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4.1.- Cuantificación de la fagocitosis en sangre entera in vitro: 

Se tomaron muestras de sangre periférica (200µ 1), de animales normales, 

extraídas por punción del plexo retro-orbital con pipeta heparinizada, y se incubaron a 37ºC 

durante 15 min. en agitación con 2, 7 x 109 bacterias/15µ1 de EF o EF A. Las muestras fueron 

lavadas a 1000 r.p.m. por 10 min. con PBS. Se descartó el sobrenadante y se efectuó un shock 

osmótico con agua destilada, llevándose rápidamente a isotonicidad con PBS 1 OX. Las 

muestras fueron divididas en dos grupos, y a una mitad se le efectuó un tratamiento ácido con 

el objeto de determinar si las bacterias estaban siendo fagocitadas o simplemente adheridas a 

la superficie de las células fagocíticas. Para ello a las suspenciones celulares se les agregó 

1 OOµ l de una solución HCl/Glicina O, 1 M, en agitación por 20 segundos. A continuación las 

muestras fueron centrifugadas. Por último todas las muestras fueron lavadas y se 

resuspendieron en 300µ1 de Isoflow. Los resultados se evaluaron por citometría de flujo, 

cuantificándose el porcentaje de polimorfonucleares que hubieran incorporado Ef o EF A y la 

intensidad media de fluorescencia. 

4.2.- Medición de TNF-a: 

Se tomaron muestras de sangre de animales tratados con 1,44 x 1010 

bacterias/200µ1 de E o EA, a distintos tiempos p.i. Se recuperaron los sueros y se evaluó la 

actividad de TNF-a., mediante la técnica de sensibilidad a TNF-a. de la línea celular 

fibroblástica murina L-929, descripta por Wang et al. (113). Brevemente, Se sembró una 

suspensión de 3 x 105 de células L-929/100µ1 en una placa de cultivo de 96 pozos (Coming, 

NY). Estas fueron incubadas por 18 hs. a 37°C en atmósfera de C02 al 5%, período en el cual 

las células crecen hasta formar una monocapa. Las células semiconfluentes fueron incubadas 

con 1 OOµ l de las muestras a testear, sembrando diluciones seriadas de las mismas, en 

presencia de actinomicina-D (1 ug/ml). Se utilizó el suero de un animal normal como control 

negativo. Paralelamente se llevó una curva control TNF-a. murino recombinante, partiendo de 

una concentración de 5 mg/mJ y haciendo diluciones seriadas al medio. Luego de 18 horas de 

incubació~ las placas se lavaron dos veces con PBS tibio y se removiéndose las células 
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muertas. Las células L-929 viables fueron fijadas con metanol al 20% y teñidas con una 

solución de cristal violeta a] 0.05%, durante 10 min. Transcurrido dicho tiempo las placas 

fueron lavadas con agua fría y se les adicionó ácido acético al 33%. Las placas fueron leídas, 

en un lector de Elisa (Anthos 2001 , Organon Tecnika, Buenos Aires, Argentina) a 550 nm. El 

título de TNF-a. fue determinado en cada muestra como la inversa de la dilución para el 50% 

de citotoxicidad (U/mi). 

4.3.- Medición de Mieloperoxidasa 000): 

La MPO es una enzima presente en los gránulos primarios de los PMNs que 

juegan un papel central en la actividad microbicida. En presencia de H202 la MPO oxida a un 

número de sustratos incluyendo la o-dianisidina, o-phenylendiamina, y 4-aminoantipirina. El 

cambio de color resultante del sustrato puede ser medida espectrofotométricamente y ser 

utilizada por lo tanto, para cuantificar la actividad MPO (114). 

Los ratones fueron inoculados con (1.44 x 1010 bacterias/200µ1) E o EA por vía 

endovenosa por inyección en el plexo retro-orbital. A las 3 hs p.i. se tomaron muestras de 

200µ1 de sangre obtenidas por punción del plexo opuesto con pipeta heparinizada. Los 

eritrocitos fueron lisados realizando un shock osmótico con agua destilada (1 mio .) 

restituyéndose la isotonicidad con SF 1 OX. Posteriormente los animales fueron sacrificados y 

se les extrajo el hígado y los pulmones que fueron desmenuzados cuidadosamente con tijeras, 

y luego pasados a través de una malla fina de acero inoxidable. Las suspensiones celulares 

fueron lavadas (2 veces a 2000 r.p.m. por 10 min.) con buffer PBS:Ca++/Mg++, los hígados se 

resuspendieron en 2 mi del buffer, los pulmones en 1 ml y la sangre también en 1 ml del 

buffer. La células fueron lisadas por congelamiento a -70ºC durante 24 hs. Luego fueron 

tratadas con Tritón X-100 al 2% a 3 7ºC por 30 min., en agitación constante, con el objeto de 

desorganizar las membranas celulares de las vesículas lisosomales y facilitar la liberación de 

las enzimas contenidas en estas. A continuación las suspensiones celulares fueron 

centrifugadas 5 min. a 2000 r.p.m. recuperándose el sobrenadante, a efectos de ser utilizado 

en la medición de MPO. Para ello se sembraron en placas de 96 pozos, 50µ1 del sobrenadante 

30 



- Materiales y Métodos-

(en medio PBS:Ca++/Mg+ con 100µ1 de una solución reveladora, incubándose por un 

período de 15 min. La reacción se detuvo por el agregado de 100µ1 de solución H2S04 4 . Se 

leyó en un contador ELISA a 490 nm (Amthos 2001 Organon Tecnika, Buenos Aires, 

Argentina). El contenido de MPO se expresa como cambios en la Absorbancia a 490 nm 

(MPO L\490nm) 

5.- Estudios de histopatología: 

Se realizaron estudios de histopatologia en animales pretratados con ChMDP o 

SF y las 48 hs. p.i., inoculados con bacteria (E) o con bacteria-anticuerpo (EA). A las 3 hs p.i, 

los animales fueron sacrificados y se extrajeron los pulmones, el hígado el bazo y los riñones, 

fijándolos en buffer formaldehído al 10% en PBS (pH: 7,4). Los cortes histológicos (3-5 µ m) 

de los órganos en evaluación, fueron embebidos en parafina y teñidos posteriormente con la 

técnica de hematoxilina y eosina. Se evaluaron tres animales por grupo. 

6.- Análisis estadístico de los datos. 

Todos los datos son presentados como la media del error standard (MES). Las 

comparaciones entre los múltiples grupos fueron realizadas por el análisis de la varianza de 

una vía (ANOV A) seguido de un test de I de Bonferroni. Los valores de P<0,05 fueron 

considerados significativamente diferentes. 
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D.- RESULTADOS 

La depuración de antígenos es una de las funciones centrales del sistema 

mononuclear fagocítico (SMF). Esta acción se realiza aceleradamente cuando el antígeno 

forma parte de complejos inmunes (CI). La captura e ingestión de esos CI por las células del 

SMF se lleva a cabo en forma activa a través de los receptores para La porción Fe de IgG 

(FcyR) presentes en las membranas de las células fagociticas. 

Considerando que durante el curso de una infección con gérmenes gram 

negativos hay liberación de grandes cantidades de LPS (una bacteria posee 3,5x106 moléculas 

de LPS, (115), y que nuestros resultados previos indican que los LPS bacterianos (de E. coli 

0111 :B4) tienen la capacidad de acelerar la depuración (ciearance) de complejos inmunes 

particulados formados por eritrocitos singeneicos y anticuerpos específicos, a través de los 

FcyR (116), creemos necesario analizar exhaustivamente los mecanismos involucrados en la 

depuración de bacterias Gram negativas siendo este esquema experimental mas representativo 

de lo que ocurre durante una infección. 

Por los tanto, analizaremos en un modelo de ratón el c/earance de Escher;chia 

coli O 111 :B4, sola o formando parte de un complejo inmune. 

1.- Estudios de Oearance de Escherichia coli Olll:B4: 

1.1.- Cinética de eliminación de Escherichia coli 01 ll:B4: 

La capacidad depuradora del SMF se analizó midiendo la velocidad de clearance de 

E. coli 011 JB:4 (E) formoladas y E. coli 01 J JB:4 sensibilizadas con anticuerpos específicos 

del tipo IgG (EA). Para ello las bacterias se marcaron con s1Cr (s1Cr-E), y en el caso de los 

complejos inmunes, los mismos se formaron incubándose la bacteria marcada con igual 

volumen de anticuerpo en concentración subaglutinante, durante 30 min. a 37ºC (5 1Cr-EA). 

Las bacterias (5 1Cr-E o 51Cr-EA) fueron posteriormente lavadas e inoculadas por vía 

endovenosa (1 ,4 x 1010 bacterias/200µ1) en ratones BALB/c, de acuerdo a lo descripto en 

Materiales y Métodos. A continuación se tomaron muestras de sangre en forma seriada y se 

32 



-Resultados-

contó la radioactividad presente en un contador gamma, calculándose la velocidad de 

clearance a partir de la desaparición del 51 Cr circulante en las muestras sucesivas. 

A través de estos estudios se determinó que los animales eliminan el 65% de las 

bacterias en los primeros 15 min. El porcentaje de 51 Cr circulante disminuye hasta las 24 hs. 

donde solo queda en circulación un 6% del total inoculado. A las 48 hs. el % 5 1Cr en 

circulación es prácticamente el mismo: 5 1Cr-E: (9 ± 2). 

Al inocular el complejo bacteria-anticuerpo, en cambio, en los primeros 15 min 

se elimina de la circulación el 90% de la radioactividad total inoculada, porcentaje que se 

mantiene hasta las 48 hs. % 51Cr en circulación para: 51 Cr-EA: (11 ± 1), (Figura 1). 

Como puede observarse el complejo bacteria-anticuerpo es eliminado de 

circulación con mayor velocidad que la bacteria sola. El porcentaje de marca presente en 

sangre es significativamente diferente entre ambos grupos, hasta las 3 hs. p.i . 
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FIGURA 1: Velocidad de c/.earance en animales ino:ulados con bacteria 51Cr-E, o bacteria-anticueq>o, 
51Cr-EA. 
Animales inoculados con 1.4 x 1010 bactcrias/200µ1 de 51Cr-E o 51Cr-EA, por vía endovenosa por 
inyección en el plexo retro-orbital, fueron sangrados al minuto y a los 15, 30, 90, 180 y 1440 minutos p.i, 
por punción del plexo opuesto. 
Se evaluó el porcentaje de 51Cr circulante en un contador gamma. 
Cada punto representa el % de radioactividad presente en cada muestra de sangre, considerando la 
marca al minuto como el 100% del inoculo (X± ES; n= 6). * p < 0.024 comparado con E., *** p < 0.0001 
comparado con E, según el test de Studcnt. 
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1.2.- Cinética de la distribución de Escherichia coli Olll:B4 en los distintos órganos: 

Dado los resuJtados obtenidos en la evaluación de la velocidad de c/earance se 

decidió analizar la capacidad de los órganos relacionados con el SMF de captar bacterias 

inactivadas o bacteria-anticuerpo. Para ello se inocularon ratones por vía endovenosa con 

bacterias marcadas con 51Cr o complejo bacteria-anticuerpo, 51Cr-E, 51Cr-EA, procediéndose 

de la misma manera que explicada anteriormente. A Jo largo de 24 hs, y a diferentes tiempos, 

se tomaron muestras de sangre y se sacrificaron los animales tratados de los que se extrajeron 

los siguientes órganos: el hígado, los pulmones, los riñones, el bazo, y el fémur, considerando 

que este contiene un sexto del total de la médula ósea. La marca total remanente para cada 

tiempo, se determinó sumando la radioactividad presente en los distintos órganos evaluados 

incluyendo la muestra de sangre y corresponde al 100% de la marca. A partir de este valor se 

calculó el porcentaje de captación de cada órgano. 

Así podemos observar en Ja Figura 2 que a las 24 hs. post inoculación de 

bacteria 5 1Cr-E o de bacteria-anticuerpo 51Cr-EA, la marca se localiza fundamentalmente en el 

hígado en ambos grupos y solo un pequeño porcentaje de la misma se distnbuye entre el bazo 

el fémur, los riñones los pulmones y la sangre. A las 24 hs no existen diferencias significativas 

en el porcentaje de captación encontrado de Jos órganos examinados, entre ambos grupos. 



-Resultados-

------,.-----
70 

60 

SANGRE 

FIGURA 2: Distribución de la marca en órganos a las 24 hs. 11.i. 
A las 24 hs post inyección de 1.4 x 1010 bacterias/200µ1 de 51Cr-E o 51Cr-EA los animales fueron 
sangrados y sacrificados y se les extrajo los pulmones, el hígado, el bazo, los riñones el fémur. 
Cada barra representa el % de radioactividad presente en cada órgano (X± ES; n= 6). 
No se encontraron diferencias significativas entre grupos en este tiempo. 

Al estudiar la cinética en el lúgado a lo largo de 24 hs p.i., se puede observar 

que la captación de bacterias y de bacteria-anticuerpo aumenta durante las primeras 24 hs. 

alcanzando en ambos casos aproximadamente el 70% de la marca total inoculada, sin 

encontrarse diferencias significativas sobre el nivel de captación entre ambos grupos(Figura 

3). Recién a las 48 hs. p.i. se observa en el grupo tratado con 51Cr-EA un pequeño, pero 

significativo descenso en el nivel de radioactividad. El % Captación en hlgado a las 48 hs fue: 

51Cr-E: 67.8 ± 4; 51 Cr-EA: 48.5 ± 4; (n=2, p< 0,07). 
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FIGURA 3: Cinética del clearance en hígado a lo largo de 24 bs p.i. 

-Resultados-

A distintos tíem¡>os luego de la inoculación de L4 x 1010 bacterias/200µ1 de 51Cr-E o 51Cr-EA, se extrajo 
el hígado de cada animal y se midió la radioactividad presente. 
Los datos se expresan como porcentaje de captación respecto al total •~CJanente, en función del tiempo. 
Cada punto representa la media ± ES de por lo menos 6 animales. 
No se encontraron diferencias significativas entre gru1>os. 

El bazo del grupo inoculado con bacteria capta en los primeros 45 min. 

aproximadamente un 13% respecto de I& marca inoculada, este porcentaje aumenta 

significativamente hasta las 3 hs. p.i., para luego descender lentamente hasta las 24 hs. p.i 

donde se observa un 9% de radioactividad. Cuando los ratones fueron inoculados con 

complejos inmunes, este órgano capta un 50% menos que cuando la bacterias están solas, y la 

marca aumenta apenas perceptiblemente a lo largo de las 24 hs. Entre ambos grupos existen, 

diferencias significativas en los niveles de captación observados a lo largo de las 24 hs, (Figura 

4). 

36 



  

  

| 'I 1 ' | | | | ' | | | r 4 | 1 | | 1 

bh 

a
 e a a e e a a a a » » A A 

> +-
 

%*
'C
r 

Re
ma
ne
nt
e 

o 

  

      -4% BAZO S1Cr-E- | 
    O ÁS 

Tiempo (min) 109 1440   
  

FIGURA 4: Cinética del clearance en bazo, a lo largo de 24 hs. p.i. 
A distintos tiempos luego de la inoculación de 1.4 x 10'” bacterias/20011 de **Cr-E o %'Cr-EA se extrajo el 
bazo de cada animal y se midió la radioactividad presente a cada tiempo. 

Los datos se expresan como porcentaje de captación respecto al total remanente, en función del tiempo. 

Cada punto representa la media + ES de por lo menos 6 animales. 

A partir de los 45 min. post inyección pueden observarse diferencias significativas: 
* p <0.013 comparado con E. 
** p< 0.095 comparado con E, según el test de Student. 

Al estudiar la cinética en pulmón, se observó que el grupo tratado con bacteria 

*ICr-E., presenta un porcentaje de captación a tiempos cortos (45 min.), de aproximadamente 

el 15 por ciento de la marca total inoculada y esta disminuye a lo largo de las horas hasta 

desaparecer por completo a las 24 hs. Figura 5. 

Cuando los ratones fueron inoculados con bacterias sensibilizadas con 

anticuerpo('Cr-EA), este órgano es capaz de captar a los 45 min. hasta un 27% de la marca 

total inoculada. En los tiempos sucesivos la marca va disminuyendo significativamente, hasta 

las 24 hs p.i, en el que es prácticamente despreciable. Es de destacar que en todos los tiempos 

analizados la captación de EA en el pulmón es significativamente mayor que la de E. 
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FIGURA 4: Cinética del c/earance en l>azo, a lo largo de 24 bs. 1>.i. 
A distintos tiempo luego de la inoculación de 1.4 x 1010 bacterias/200µ1 de 51Cr-E o 51Cr-EA se extrajo el 
bazo de cada animal y se midió la radioactividad presente a cada fempo. 
Los datos se expresan como porcentaje de captación respecto aJ total remanente, en función del tiempo. 
Cada punto representa la media ± ES de por lo menos 6 animales. 
A partir de los 45 min. post inyección pueden observarse diferencias significativas: 
"' 1> < 0.013 comparado con E. 
*"' p < 0.095 comparado con E, según el test de Student. 

Al estudiar la cinética en pulmón, se observó que el grupo tratado con bacteria 
51 Cr-E., presenta un porcentaje de captación a tiempos cortos (45 min.), de aproximadamente 

el 15 por ciento de la marca total inoculada y esta disminuye a lo largo de las horas hasta 

desaparecer por completo a las 24 hs. Figura 5. 

Cuando los ratones fueron inoculados con bacterias sensibilizadas con 

anticuerpo(51Cr-EA), este órgano es capaz de captar a los 45 min. hasta un 27% de la marca 

total inoculada. En los tiempos sucesivos la marca va disminuyendo significativamente, hasta 

las 24 hs p.i, en el que es prácticamente despreciable. Es de destacar que en todos los tiempos 

analizados Ja captación de EA en el pulmón es significativamente mayor que la de E. 
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FIGURA 5: Cinética de clearance en pulmón a lo largo de 24 hs. p.i. 
A distintos tiempos luego de la inoculación de 1,4 x 10%” bacterias/200u1 de *Cr-E o *Cr-EA se 
extrajeron los pulmones de cada animal y se midió la radioactividad presente a cada tiempo. 

Los datos se expresan como porcentaje de captación respecto al total remanente, en función del tiempo. 
Cada punto representa la media + ES de por lo menos 6 animales, 

A partir de las 3 hs p.i pueden observarse diferencias significativas:, ** p < 0.0094 comparado con E, 
según el test de Student. 

Es importante resaltar que a las 3 hs p.i se observan en el bazo y los pulmones, 

diferencias muy significativas en el porcentaje de captación según los animales hayan sido 

inoculados con E o EA. La marca presente en el pulmón es claramente superior cuando se 

trata con complejo bacteria-anticuerpo, que con bacterias solas, y esto ocurriría a expensas de 

una considerable disminución de la captación en el bazo. Al mismo tiempo, el tratamiento con 

bacteria induciría el efecto inverso. 

Cuando se evaluó la captación en hígado, riñón y fémur, no se encontraron 

diferencias significativas a lo largo del periodo de estudio, entre los tratamientos realizados (E 

o EA). 

Esta diferencia en el sitio atrapamiento de la bacteria según se encuentre en 

ausencia o presencia de anticuerpos específicos y la diferencia en la eficiencia de eliminación en 

cada órgano puede ser importante para la evolución de un proceso bacteriano infeccioso. 

Dado que a las 3 hs. p.i., se observan las mayores diferencias en el 
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FIGURA 5: Cinética de c/earance en llulmón a lo largo de 24 hs. p.i. 

-Resultados-

A distintos tiempos luego de la inoculación de 1,.4 x 1010 bacterias/200µ1 de 51Cr-E o 51Cr-EA se 
extrajeron los pulmones de cada animal y se midió la radioactividad presente a cada tiempo. 
Los datos se expresan como porcentaje de ca1>tación respecto aJ totaJ remanente, en función del tiempo. 
Cada punto representa la media ± ES de por lo menos 6 animaJes. 
A partir de Las 3 h p.i pueden obsen1arse diferencias significativas:, ** p < 0.0094 com1>arado con E, 
según el test de Studcnt.. 

Es importante resaltar que a las 3 hs p.i se observan en el bazo y los pulmones, 

diferencias muy significativas en el porcentaje de captación según los animales hayan sido 

inoculados con E o EA. La marca presente en el pulmón es claramente superior cuando se 

trata con complejo bacteria-anticuerpo, que con bacterias solas, y esto ocurriría a expensas de 

una considerable disminución de la captación en el bazo. Al mismo tiempo, el tratamiento con 

bacteria induciría el efecto inverso. 

Cuando se evaluó la captación en hígado, riñón y fémur, no se encontraron 

diferencias significativas a lo largo del período de estudio, entre los tratamientos realizados (E 

o EA). 

Esta diferencia en el sitio atrapamiento de la bacteria según se encuentre en 

ausencia o presencia de anticuerpos específicos y la diferencia en la eficiencia de eliminación en 

cada órgano puede ser importante para la evolución de un proceso bacteriano infeccioso. 

Dado que a las 3 hs. p.i ., se observan las mayores diferencias en el 
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procesamiento de la bacteria o bacteria-anticuerpo, respecto a la distribución en los distintos 

órganos, se estudió el clearence a tiempos más cortos. Se analizó la distribución en los 

distintos órganos a las 3 hs. p.i. 

Tal como puede observarse en la Figura 6 encontramos que efectivamente 

aquellos animales inoculados con E muestran una captación significativamente mayor en el 

bazo que los inoculados con EA; por el contrario los animales inoculados con EA muestran un 

mayor atrapamiento en el pulmón. Es decir que, dependiendo de la forma en que es presentado 

el antígeno, el bazo o el pulmón se destacan en la capacidad para atraparlo. Por el contrario, en 

el hígado, la médula ósea, y los riñones no se encontraron diferencias significativas entre 

grupos. 
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FIGURA 6: Distribución de la marca en órganos, a las 3 hs. p.i. 

SANGRE 

A las 3 hs post inyección de 1.4 x 1010 bacterias/200µ1de 51Cr-Eo 51Cr-EA los animales fueron sangrados 
y sacrificados y se les extrajo los distintos órganos. 
Cada barra representa la media de radioactividad tlrescote cu cada órgano ± ES de 6 animales., * p < 

0.057 comparado con E.,** p < 0.0094 comparado con E. , •• p < 0.095 comparado con E, según el test 
de Student. 
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1.3.- Formación del complejo inmune EA in vivo: 

Con el fin de determinar si la formación del complejo inmune bacteria­

anticuerpo in vivo era capaz de reproducir los efectos encontrados cuando el complejo es 

formado in vitro, se efectuó el protocolo de inmunización, por inoculación e.v. de E. coli 

O 111 :B4 según lo indicado en Materiales y Métodos. Cuando los animales presentaron un 

título de anticuerpos anti-E. co/i aglutinante (de hasta una dilución 1: 10 del anticuerpo, a 

concentraciones fija de bacteria), se efectuó el clearence por inoculación de 51 Cr-E. Se 

realizaron sangrados seriados hasta las 3 hs. p.i. y en este tiempo los animales fueron 

sacrificados extrayéndose los pulmones, el lúgaJo, el bazo, los riñones y el fémur. 

Las Figuras 7a y 7b, nos muestran que la velocidad de ciearance y la 

distribución en los órganos evaluados reproducen los resultados vistos anteriormente, cuando 

el complejo era formado in vitro. Las diferencias encontradas en ambos parámetros fueron 

mucho más pronunciadas, y extremadamente significativas, comparando los resultados vistos 

en animales inmunizados e inoculados con bacterias, y controles sin inmunizar. 
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FIGURA 7a: Velocidad clearance en sangre en animales inmunizados. 
Animales inmunizados e inoculados con 1.4 x 1010 bacterias/200µ1 de 51Cr-E y normales tratados con 
51Cr-E o 51Cr-EA, fueron sangrados al minuto y a los 15, 90, 180 minutos p.i. 
Se evaluó el porcentaje de 51Cr circulante en un contador gamma. 
Cada punto representa el % de radioactividad presente res1>ecto a la muestra tomada al minuto, (X± ES; 
n= 6)., •• p< 0.004 comparando los inmunizados con E 
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FIGURA 7b: Distribución de la marca en órgano en animales inmunizado a las 3 hs. J>.i. 

-Resultados-

Animales inmunizados e inoculados con 1.4 x 1010 bacte.-ias/200µ! el.e 51Cr-E y normales tratados con 
51 Cr-E o 51Cr-EA fueron sangrados y sac1-ificados y se les extrajo los distintos órganos a las 3 bs posé 
inoculación. 
Cada barra representa la media del porcentaje de radioactividad presente en cada órgano ± ES de 6 
animales., *** p < 0.0001 comparando inmunizados vs EA., ••• 1> < 0.0001 comparando inmunizados vs 
E., •• 1>< 0.004 comparando inmunizados vs E., * p< 0.03 comparando EA s E. 

2.- Participación del Sistema Complemento: 

El sistema complemento está constituido por proteínas séricas, que pueden ser 

activadas por complejos antígeno-anticuerpo (Cl) o microorganismos, experimentando una 

cascada de reacciones proteolíticas cuyo final resulta en el ensamble de un complejo de ataque 

a membrana. Dichos complejos pueden lisar microorganismos. Al mismo tiempo, los 

fragmentos proteoliticos liberados durante el proceso de activación, promueven la respuesta de 

defensa por dilatación de los vasos sanguineos y quimiotaxis de células fagocíticas al sitio de 

infección. El complemento también incrementa la capacidad de las células fagocíticas para 

adherirse, ingerir y destruir los microorganismos que están siendo atacados ( 117). 

La vía clásica, se inicia por la unión y posterior activación de C1 a un complejo 

antígeno-anticuerpo {118). Esta es normalmente activada por anticuerpos lgG o lgM que estén 
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-Resultados-

pegados a la superficie de un microorganismo. Sin embargo, está claramente establecido que 

en ausencia de complejos antígeno-anticuerpo, los lipopolisacáridos (LPS) presentes en 

bacterias pueden activar el C3 (por la vía alterna) y disparar el complejo de ataque lítico. 

2.1.- Participación del complemento en la eliminación de antígenos particulados: 

Se sabe que las células sensibilizadas con anticuerpos fijadores de complemento 

son eliminados de la circulación principalmente a través del hígado y que aquellos 

sensibilizados por anticuerpos no fijadores de complemento son depurados predominantemente 

por el bazo (69). En este contexto, se decidió eliminar el sistema complemento por inoculación 

de dosis seriadas de Factor anti complementario del Veneno de Cobra (FVC) con el objeto de 

estudiar el papel del sistema complemento y su influencia en el clearance de E. coli sola o 

formando parte de un CI. Las bacterias fueron preparadas para los experimentos de clearance 

tal como se describió en los puntos anteriores, inoculándose ratones con 51Cr-E o 51 Cr-EA por 

vía endovenosa. Se tomaron muestras seriadas de sangre hasta las tres horas p.i. tiempo en el 

cual los animales fueron sacrificados y se midió la radioactividad presente en los pulmones, el 

hígado, el bazo, los riñones y el fémur. 

De los estudios de la velocidad de clearance en los animales 

descomplementados podemos observar en la Figura 8a que, la eliminación del sistema 

complemento retarda muy significativamente el c/earance de bacteria en sangre durante los 

primeros 90 min. p.i., respecto del control (sin descomplementar e inoculado con bacterias). A 

partir de este tiempo, el porcentaje de marca en sangre disminuye estabilizándose y 

manteniéndose constante hasta las 3 hs. presentando en este tiempo también diferencias 

significativas entre ambos grupos. 
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FIGURA 8a: Velocidad de clearance en animales descomplementados e ineculados con *Cr-E. 

Animales tratados con FVC e inoculados con 1,4 x 10*” bacterias/20011 de **Cr-E y normales tratados 
solo con **Cr-E, fueron sangrados al minuto y a los 15, 30, 90, 180 minutos p.i. 
Se evaluó el porcentaje de *Cr circulante en un contador gamma. 
Cada punto representa el % medio de radioactividad presente (X+ ES; n=3). 

A las 3 hs. p.i. se encontraron diferencias significativas., ee p< 0,06 comparando FVC+E con E, según el 
test de Student, 

En la Figura 8b puede observarse que los animales descomplementados e 

inoculados con EA, solo presentan un leve retardo en el clearance a los 15 min. p.i. pero luego 

el mismo se lleva a cabo alcanzando los mismos valores que el grupo sin descomplementar. 

La velocidad de depuración de bacteria se ve significativamente retrasada por la 

eliminación del sistema complemento, mientras que el clearance del complejo bacteria- 

anticuerpo, solo se afecta parcialmente. 
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-Resultados-

FIGURA 8a: Velocidad de clearance en animales descomplementados e incculados con 51 Cr-E. 
Animales tratados con FVC e inoculados con 1.4 x 1010 bacterias/200µ1 de 51Cr-E y normales tratados 
solo con 51Cr-E, fueron sangrados al minuto y a los 15, JO, 90, 180 minutos p.i. 
Se evaluó el porcentaje de 51Cr circulante en un contador gamma. 
Cada punto representa el % medio de radioactividad presente (X± ES; n=J). 
A las 3 hs. 1>.i. se encontraron diferencias significati as., • • p< 0.06 comparando FVC+E con E, según el 
test de Student. 

En Ja Figura 8b puede observarse que los animales descomplementados e 

inoculados con EA, solo presentan un leve retardo en el clearance a los 15 min. p.i. pero luego 

eJ mismo se lleva a cabo alcanzando los mismos valores que el grupo sin descomplementar. 

La velocidad de depuración de bacteria se ve significativamente retrasada por la 

eliminación del sistema complemento, mientras que el c/earance del complejo bacteria­

anticuerpo, solo se afecta parcialmente. 
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-Resultados-

FIGURA 8b: Velocidad de clearance en sangre de animales de com1>lemcntados e inocuJado con 51Cr­
EA. 
Animales tratados con FVC e inocuJados con 1.4 x 1010 bacterias/200µ1 de 51Cr-EA y normales tratados 
solo con 51Cr-EA fueron sangrados al minuto y a los 15, 30, 90, 180 minutos p.i. 
Se evaluó el porcentaje de 51Cr circulante en un contador gamma. 
Cada punto re1>resenta la media del % de radioactividad presente ± ES de 3 animales. 
No se encontraron diferencias significativas a lo largo de todo el período de estudio. 

A continuación se analizaron los efectos de la eliminación del sistema 

complemento en la distribución de la marca en los distintos órganos donde participa el SMF. 

Los animales descomplementados con (FVC) e inoculados con bacteria 51 Cr-E, 

mostraron una clara disminución de la radioactividad encontrada en el hígado a expensas de un 

aumento levemente significativo en los pulmones, y un incremento muy significativo de la 

marca presente en sangre que no es depurada de la circulación, respecto al control con 51 Cr-E 

(sin FVC). En los riñones, fémur y el bazo, no hubo diferencias significativas por el tratamiento 

(Figura 9a). 

44 



e 
-o 
·¡:; 
ro 
a 
ro 
o 
~ 

70,00 

50,00 

30,00 

10,00 

w 
cr 
C> 
z 
<( 
<n 

-Resultados-

FVC+51Cr-E 

FIGURA 9a: Distribución de la marca en órganos a las 3 hs. p.i., en animales descomplementados e 
inoculados con 51Cr-E. 
Animales tratados con FVC e inoculados con 1.4 x 1010 bacterias/200µ1 de 51Cr-E y controles sin FVC 
fueron sangrado · y sacrificados y se les extrajo los distintos órganos a las 3 hs post inoculación. 
Cada barra representa La media del % de radioactividad 1>resente en cada órgano ± ES de 3 animales. 
• 1>< 0.06 com1>arando FVC+E con E, •• p < 0.006 comparando FVC+E con E, según el test de Student. 

Los animales descomplementados e inoculados con 51Cr-EA, mostraron un 

comportamiento diferente respecto a los de 51 Cr-E, donde Ja captación en el hígado no se 

altera por la falta de complemento, manteniéndose en los mismos niveles que los controles sin 

descomplementar. Sin embargo los pulmones presentaron un porcentaje de marca 

significativamente menor respecto de los controles, que fue compensado por un aumento muy 

significativo de la marca en bazo. Tanto en la sangre como el resto de los órganos estudiados, 

no se observaron diferencias significativas respecto a los controles (Figura 9b). 
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FVC+51 Cr-EA 

FIGURA 9b: Distribución de la marca en órganos a las 3 hs. 1>.i., en animales descomplementados e 
inoculados con 51Cr-EA vs 51Cr-EA. 
Animales tratados con FVC e inoculados con 1.4 x 1010 bacteria /200µ1 de 51Cr-EA y controles sin FVC 
fueron sangrados y sacrificados y e les extrajo los distintos órganos a las 3 bs post inoculación. 
Cada barra re1>resenta la media del % de radioactividad 1>reseote cu cada órgano± ES de 3 animales. 
* 1> < 0.013 com1>arando FVC+EA con EA,** 11 < 0.003 com1>arando FVC+EA con EA, según el test de 
Studcnt. 

De estos experimentos se desprende que la activación del sistema complemento 

ejerce una clara influencia sobre el sitio de atrapamiento del antígeno inoculado. 

3.- Participación de los macrófagos en el c/earance de Escheric/1.ia coli Olll:B4: 

3.1.- Eliminación ir. vivo del sistema mononuclear fagocítico (SMF): 

3.1.2.- Bloqueo de Macrófagos in vivo con Diclorometilen Difosfonato encapsulado en 

liposomas (Lip-clod): 

Con el objetivo de determinar el grado de participación de los M0 en el 

clearance de E o EA, se llevó a cabo la eliminación hepática y esplénica de la población 

macrofágica, utilizando para ello liposomas conteniendo disfosfonato diclorometileno 

encapsulado en liposomas (Lip-clod) según füe descripto en l\.1ateriales y Métodos. El lip-clod 
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fue inoculado por vía endovenosa, 48 hs. antes de los estudios de cleara11ce. La dosis utilizada 

induce la eliminación total de los macrófagos presentes en hígado (células de Kupffer) y bazo. 

Observando la Figura 1 Oa, se puede establecer que el tratamiento con lip-clod 

disminuye significativamente la velocidad de clearance de la bacteria a lo largo de todo el 

período de estudio. En la Figura 1 Oh, podemos ver, en cambio, que la velocidad de clearance 

cuando se inyectó bacteria-anticuerpo es menor respecto del control solo en los primeros 45 

min., pero luego alcanza los valores del grupo control, manteniéndose así hasta las 3 hs, sin 

presentar diferencias significativas. 
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FIGURA lOa: Velocidad de cleara11ce en animales dcplecionados de macrófagos con Lip-clod e 
inoculados con 51Cr-E. 
Animales tratados con Lip-clod e inoculados con 1.4 1010 bacterias/200µ1 de 51Cr-E y normales tratados 
solo con 51Cr-E, fueron sangrados al minuto y a los 15, 30, 90, 180 minutos p.i. 
Se evaluó el porcentaje de 51Cr circulante en un contador gamma. 
Cada punto representa la media del % de radioactividad presente ± ES de 3 animales. 
• • 1>< 0.005 comparando Lip-clod + E con E, egún el test de Student. 
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-Resultados-

FIGURA 10b: Velocidad de cleara11ce en animales de1•lccionados de macrófagos con Lip-dod e 
inoculados con 51Cr-EA. 
Animales tratados con Li¡•-clod e inoculados con 1.4 x 1010 bactcrias/200 µI de 51Cr-EA y normales 
tratados solo con 51Cr-EA, fueron sangrados al minuto y a los 15, 30, 90, 180 minutos p.i. 
Se evaluó el porcentaje de 51Cr circulante en un contador gamma. 
Cada punto representa la media del % de radioactividad presente ± ES de 3 animales. 
No se encontraron diferencias significativas entre los grupos. 

La Figura llanos permite observar que tanto en el hígado como en el bazo de 

los animales tratados con lip-clod, y posteriormente inoculados con bacteria hay una clara y 

significativa disminución de la captación de 51 Cr-E, tal como la técnica lo predice (29). 

Asimismo, el porcentaje de 51 Cr encontrado en sangre fue mayor en el grupo tratado con lip­

clod y 5 1Cr-E, comparado con el control, a consecuencia de la menor captación en bazo e 

hígado. Los riñones, y el fémur, no presentan diferencias significativas. Sin embargo, la 

captación por el pulmón resultó ser el doble, que cuando los animales solo fueron tratados con 

bacteria (grupo control), donde como ya habíamos visto anteriormente, la captación por este 

órgano, no era de relevancia frente a este antígeno. 

48 



z 

6'.J,00 

50,00 

o 40,00 -o 
;: 30,00 
o. 
<t 
u 
-;!. 

z w o a:: 
•Z (!) 
¡¡:;; z 

e( 

en 

Lip-clod+51 Cr-E 

51Cr-E 

-Resultados-

FIGURA lla: Distribución de la marca en órganos a las 3 bs. p.i., en animales deplecionados de 
macrófagos con Lip-clod e inoculados con 51Cr-E. 
Anima.les tratados con Lip-clod e inoculados con 1.4 l. 1010 bacterias/200µ1 de 51Cr-E y controles sin Lip­
clod fueron sangrados y sacrificados y se les extrajo ios distintos órganos a las 3 hs post inoculación. 
Cada barra re1>resenta la media del % de radioactividad presente en cada órgano ± ES de 3 animales. 
•• 1> < 0.005 comparando Lip-clod +E con E,••• p< 0.0003 comparando Lip-clod +E con E, según el test 
de Student. 

El efecto del tratamiento con lip-clod y 5 1Cr-EA, induce, el mismo tipo de 

distribución que el observado cuando los animales son tratados con lip-clod y 51Cr-E. La marca 

en el hígado y en el bazo, disminuyen significativamente. El pulmón captó más del doble del 

porcentaje de marca observado en los animales controles (solo con 51Cr-EA), llegando a 

atrapar casi un 50% de la marca total remanente presente. Sin embargo, la velocidad de 

clearance no se ve significativamente alterada y los riñones y el fémur, tampoco muestran 

diferencias significativas por los tratamientos realizados, Figura llb. 
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-Resultados-

.... 1 

Llp-clod+51 Cr-EA 

FIGURA llb: Distribución de la marca en órganos a las 3 h . 1>.i., en animales de1>lecionados de 
macrófagos con Lip-clod e inoculados con 51Cr-EA. 
Animales tratados con Lip-dod e inoculados con 1.4 x 1010 bacterias/200µ1 de 51 Cr-EA y controles sin 
Lip-clod fueron sangrados y sacrificados y se les extrajo los distintos órganos a las 3 hs po t inoculación. 
Cada barra representa la media del % de radioactividad presente en cada órgano ± ES de 3 animales. 
** 11 < 0.0008 com1>arando EA con Lip-clod +EA. 
*** J> < 0.0025 comparando EA con Lip-clod +EA, según el test de Student 

Es importante destacar el papel del pulmón como principal órgano efector del 

c/earance de estos complejos inmunes y su fundamental participación frente a la eliminación de 

los macrófagos hepáticos y esplénicos. 

4.- Estudios de toxicidad y sobrevida: 

Para evaluar el impacto biológico de las diferencias observadas en cuanto a la 

velocidad de c/earance y la distribución en los órganos del SMF entre E y EA se decidió hacer 

un ensayo de toxicidad. Para este propósito, se inocularon los ratones por vía endovenosa por 

inyección en el plexo retro-orbital, con distintas cantidades de E y EA El complejo EA fue 

preparado en todos los casos a concentraciones subaglutinantes de anticuerpo, incubándolo 30 

min. a 37ºC con volúmenes iguales de bacteria. Solo se modificó la masa de bacteria 
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(manteniéndose siempre la misma relación bacteria-anticuerpo) hasta llegar a alcanzar 

concentraciones letales de esta. 

En la Figura 12a podemos observar la cinética de sobrevida presentada a 

distintas dosis de bacteria inoculada. A dosis altas (2.7 x 10*” bacterias/200u1), las primeras 

muertes fueron registradas partir de 24 hs. p.i. Este es el tiempo que debe transcurrir para 

inducir la muerte en modelos murinos de shock séptico por tratamiento con LPS (Figura 12 

a). 
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FIGURA 12a: Estudios de toxicidad en animales inoculados con distinto número de bacteria. 

Los animales fueron inoculados con distintas masas de E (1.08 x 10%” bacterias/20011, 1.8 x 10% 
bacterias/200u1 y 2.7 x 10% bacterias/20011), y se graficaron los porcentajes de sobrevida en función del 
tiempo a las distintas dosis inoculadas. Se graficó un experimento representativo de tres. 

    
Cuando la bacteria fue sensibilizada con anticuerpos específicos, se observó que 

a bajas concentraciones (1,08 x 10*” bacterias/20011), el efecto tóxico fue menor que con 

bacteria sola, ya que los animales no mueren aún superadas las 48 hs p.i. No obstante, a 

medida que la concentración de EA aumenta, aumentan también los índices de mortalidad 

respecto al tiempo. A dosis altas de EA (entre 1,8 x 10'” bacterias/200u1 y 2.7 x 10% 

bacterias/20011), los animales presentan una mortalidad entre el 70%-100% dependiendo de la 
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(manteniéndose siempre la rrusma relación bacteria-anticuerpo) hasta Uegar a alcanzar 

concentraciones letales de esta. 

En la Figura 12a podemos observar la cinética de sobrevida presentada a 

distintas dosis de bacteria inoculada. A dosis altas (2.7 x 10Lo bacterias/200µ1), las primeras 

mue1tes fueron registradas partir de 24 hs. p.i. Este es el tiempo que debe transcurrir para 

inducir la muerte en modelos murinos de shock séptico por tratamiento con LPS (Figura 12 

a). 
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FIGURA l2a: Estudios de toxicidad en animales inoculados con distinto número de bacteria. 
Los animales fueron inoculados con distinta ma as de E (1.08 x 1010 bacterias/200µ1, 1.8 x 1010 

bacterias/200µ1 y 2. 7 x 1010 bacterias/200µ1), y se graficaron los porcentaje de sobrevida en función del 
tiempo a las distintas dosis inoculada . Se graficó un e perimento representativo de tres. 

Cuando la bacteria fue sensibilizada con anticuerpos específicos, se observó que 

a bajas concentraciones (1,08 x 1010 bacterias/200µ1), el efecto tóxico fue menor que con 

bacteria sola, ya que los animales no mueren aún superadas las 48 hs p.i. No obstante, a 

medida que la concentración de EA aumenta, aumentan también los índices de mortalidad 

respecto al tiempo. A dosis altas de EA (entre 1,8 x 1010 bacterias/200µ1 y 2.7 x 1010 

bacterias/200µ1), los animales presentan una mortalidad entre el 70%-100% dependiendo de la 
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masa de EA utilizada. Sin embargo como puede observarse en la Figllra J 2 h ,las muertes 

ocurren antes de _las 3 primeras ho~as p.i. 
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FIGURA 12b: Estudios de toxicidad en animales inoculados con distintas concentraciones de bacteria 
anticuerpo. 
Los animales fueron inoculados con distintas masas de EA {l.08 x lOlº bacterias/200µ1, 1.8 x lOlo 
bacterias/200µ1 y 2.7 x 1010 bacterias/200µ1), y se graficaron los porcentajes de sobre ida en función del 
tiempo a las distintas dosis inoculadas. Se graficó un experimento representativo de tre . 

Los macrófagos esplécnicos y hepáticos constituyen una fuente importante de 

producción de citoquinas durante los estados de infección bacteriana y muchas de las mismas si 

son secretadas en grandes cantidades pueden tener efectos perjudiciales para el huésped. En 

este contexto, se decidió realizar un estudio de sobrevida con E o EA en animales pretratados 

con lip-clod. Para ello, se trataron a los ratones con 200µ1 de lip-clod 48 hs. antes de ser 

inoculados con una concentración letal de bacteria o bacteria-anticuerpo (2 x 1010 

bacterias/200µ1). 

La Figllra 12 e nos muestra que la ausencia de macrófagos hepáticos y 

esplénicos no modifica los índices de mortalidad observados por tratamiento con bacteria sola. 

El tratamiento con EA., provoca una mortalidad superior al 50% antes de las 3 

hs p.i Pasadas las 24 hs sólo sobreviven un 33% de los animales en estudio, manteniéndose así 
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-Resultados- 

hasta las 48 hs. Superado este tiempo, solo viven un 22% del grupo tratado. Sin embargo el 

tratamiento previo con CL¿MDP del grupo inoculado con EA, induciría un efecto protector, ya 

que aún superadas las 72 hs. p.i. los animales sobreviven en muy buen estado general. 
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FIGURA 12 c: Estudios de sobrevida en animales inoculados con 2 x 10% bacterias/200u1 de bacteria o 

bacteria anticuerpo. 
Los animales fueron inoculados con 2 x 10'” hbacterias/200u1 de bacteria o bacteria-anticuerpo y se 
graficaron los porcentajes de sobrevida en función del tiempo. 
Se graficó un experimento representativo de tres, n=4, 

Asimismo, analizamos si la activación del complemento participaba en los 

fenómenos de muerte temprana observada al inocular altas dosis de EA. Los resultados 

mostraron que la eliminación del complemento no influiría en la sobrevida de los animales 

tratados con el complejo bacteria-anticuerpo. No se observó protección en el porcentaje de 

mortalidad ni una mejora en la evolución de la patología que sufren los animales luego de la 

inoculación de EA, en referencia a la diarrea, hipotensión, observados durante el período de 

estudio (resultados no mostrados). 
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hasta las 48 hs. Superado este tiempo, solo viven un 22% del grupo tratado. Sin embargo el 

tratamiento previo con CL2MDP del grupo inoculado con EA, induciría un efecto protector, ya 

que aún superadas las 72 hs. p.i. los animales sobreviven en muy buen estado general . 
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FIGURA 12 c: Estudios de sobrevida en animaJes inoculados con 2 x 1010 bacterias/200µ1 de bacteria o 
bacteria anticuerpo. 
Los an.imaJes fueron inoculados con 2 x 1010 bacterias/200µ1 de bacteria o bacteria-anticuerpo y se 
graficaron los porcentajes de sobrevida en función del tiempo. 
Se graficó un experimento representativo de tres, n=4. 

Asimismo, analizamos si la activación del complemento participaba en los 

fenómenos de muerte temprana observada al inocular altas dosis de EA Los resultados 

mostraron que la eliminación del complemento no influiría en la sobrevida de los animales 

tratados con el complejo bacteria-anticuerpo. No se observó protección en el porcentaje de 

mortalidad ni una mejora en la evolución de la patología que sufren los animales luego de la 

inoculación de EA, en referencia a la diarrea, hipotensión, observados durante el período de 

estudio (resultados no mostrados). 
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5.- Correlación de producción de TNF-a in vivo: 

Considerando los resultados obtenidos durante los estudios de sobrevida y 

clearance en animales deplecionados de macrófagos, nos preguntamos si este fenómeno estaba 

asociado a una mayor y más sostenida secreción de TNF-a. por parte de los M0 cuando se 

inoculaba EA Con este fin, se inocularon ratones con la misma concentración de E o EA, 

utilizada en los experimentos de clearance. A los 90 min. y a las 3 hs. p.i . se tomaron 200µ1 de 

sangre por punción del plexo retro-orbital del que se obtuvieron los sueros, como se detalló en 

Materiales y Métodos. Se determinó la concentración de TNF-a. presente en los sueros 

mediante la técnica de sensibilidad a TNF-a. de la línea celular fibroblástica murina L-929. 

En los animales inoculados con bacteria o bacteria sensibilizada con 

anticuerpos, no existen diferencias significativas sobre la liberación de TNF-a, en ambos casos 

la producción es máxima a los 90 min. p.i, y a las 3 horas p.i. los niveles de TNF-a. son muy 

bajos, aún en el grupo inoculado con EA. E : (85 ± 21) U/ml; EA: (64 ± O) U/ml. 

Estos resultados estarían indicando que la muerte a tiempos cortos observados 

en los animales tratados con EA no estaría asociada a una mayor o más sostenida Liberación 

sistémica de TNF-a. en el tiempo. 

6.- Papel de los polimoñonucleares (PMN) en el clearance de Escherichia coli Olll:B4 

sensibilizada con anticuerpos específicos: 

6.1.- Fagocitosis in vivo de E. coli fluoresceinada: 

Con el fin de evaluar el tipo celular involucrado en la fagocitosis de E o EA, se 

fluoresceinó a la bacteria (EF) y a la bacteria-anticuerpo (EF A), manteniendo en la formación 

del complejo, la misma relación y concentración utilizada hasta el momento, tal como se 

detalló en Materiales y Métodos. Se determinó el porcentaje de fagocitosis, considerando que 

a través de la inoculación endovenosa de EF o EF A se puede determinar no solo el nivel de 

fagocitosis in vivo sino que también es posible inferir la población celular fagocítica. 
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-.- endovenosa, fueron sangrados a los 5 min. y a 

las 3 hs. p.i. En este último tiempo, los animales fueron sacrificados y se extrajeron el higado, 

el bazo y los pulmones. Los mismos fueron procesados como se explicó en Materiales y 

Métodos y se analizó la suspensión celular obtenida, por citometría de flujo. El número de 

células fluoresceinadas indica el grado de adherencia y/o fagocitosis que ha ocurrido in vivo, ya 

que la bacteria libre por forma y tamaño no es leída dentro de los parámetros utilizados para 

adquirir la suspensión celular. La intensidad media de fluorescencia sugeriría el número de 

bacterias por célula fagocítica. 

La Figura 13, nos muestra que la sangre obtenida a los 5 min. p.i. presenta un 

porcentaje significativamente mayor de PMN fagocitando E" que en el caso de E'A, asimismo 

el número de bacterias fagocitadas es también significativamente mayor en ausencia de 

anticuerpos. Esta diferencia desaparece a las 3 hs. 

Cuando se analizó la fagocitosis en los órganos a las 3 hs. p.i., se encontró que 

el bazo presentaba un porcentaje mayor de fagocitosis de bacteria que de bacteria-anticuerpo, 

aunque el número de bacterias fagocitadas por célula fue el mismo en ambos casos (Figura 

14). 

Los pulmones mostraron, en cambio, un comportamiento inverso. El porcentaje 

de PMN fagocitando E'A y el número de E'A fagocitados, fue significativamente mayor que 

en el caso del tratamiento por E" sola (Figura 15). 

Por último la Figura 16 nos muestra que los hígados de los animales tratado 

con E' o E'A, presentan el mismo porcentaje de PMN fagocitando el mismo número de 

bacterias por células. 
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Los ratones inoculados por vía endoveno~ fueron sangrados a los S min. y a 

las 3 hs. p.i . En este último tiempo, los animales fueron sacrificados y se extrajeron el hígado, 

el bazo y los pulmones. Los mismos fueron procesados como se explicó en Materiales y 

Métodos y se analizó la suspensión celuJar obtenida, por citometría de flujo . El número de 

células fluoresceinadas indica el grado de adherencia y/o fagocitosis que ha ocurrido in vivo, ya 

que la bacteria libre por forma y tamaño no es leída dentro de los parámetros utilizados para 

adquirir la suspensión celular. La intensidad media de fluorescencia sugeriría el número de 

bacterias por célula fagocítica. 

La Figura 13, nos muestra que la sangre obtenida a los S min. p.i. presenta un 

porcentaje significativamente mayor de PMN fagocitando EF que en el caso de EF A, asimismo 

el número de bacterias fagocitadas es también significativamente mayor en ausencia de 

anticuerpos. Esta diferencia desaparece a las 3 hs. 

Cuando se analizó la fagocitosis en los órganos a las 3 hs. p.i., se encontró que 

el bazo presentaba un porcentaje mayor de fagocitosis de bacteria que de bacteria-anticuerpo, 

aunque el número de bacterias fagocitadas por célula fue el mismo en ambos casos (Figura 

14). 

Los pulmones mostraron, en cambio, un comportamiento inverso. El porcentaje 

de PMN fagocitando EF A y el número de EF A fagocitados, fue significativamente mayor que 

en el caso del tratamiento por EF sola (Figura 15). 

Por último Ja Figura 16 nos muestra que los hígados de los animales tratado 

con EF o EF A, presentan el mismo porcentaje de PMN fagocitando el mismo número de 

bacterias por células. 
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FIGURA 13:_A los S mio. y a las 3 hs. p.i. de 1.4 x 1010 bacterias/200 µI de E o EA fluoresceínada se 
obtuvieron de cada grupo 200 µI de sangre. Se evaluó el % de fagocitosis por PMN y la intensidad media 
de fluorescencia (IMF) por citometría de flujo. 
A los S mio. p.i. se encontraron diferencias significativas entre tratamientos. 
Se muestra un animal rcprc entativo de 3. 
* p < 0,045, comparando con EF, según el test de Student 
En el gráfico de puntos se muestran los parámetros de FSC (tamaño) y SSC (complejidad de las células) 
y se muestra la región evaluada, considerada como la perteneciente a los PMN. 
En la figura b la ordenada y la abscisa re1>resentan el número de células y la intensidad medfa de 
fluorescencia, respectivamente. 
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FIGURA 14: A las 3 hs. p.i. de 1.4 x 10'” bacterias/200 ul de E o EA fluoresceínada, los animales fueron 
sacrificados y se les extrajo el bazo. Se evaluó el % de fagocitosis por PMN y la intensidad media de 

fluorescencia (1MF) por citometría de flujo. 

Se muestra un animal representativo de 3, 

En el gráfico de puntos se muestran los parámetros de FSC (tamaño) y SSC (complejidad de las células) 

y se muestra la región evaluada, considerada como la perteneciente a los PMN. 
En la figura b la ordenada y la abscisa representan el número de células y la intensidad media de 
fluorescencia, respectivamente.
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FIGURA 14: A las 3 hs. p.i. de 1.4 x 1010 bacterias/200 µI de E o EA fluoresceínada, los animales fueron 
sacrificados y se les extrajo el bazo. Se evaluó el % de fagocitosis por PMN y la intensidad media de 
fluorescencia (IMF) por citometría de flujo. 
Se muestra un animal representativo de 3. 
En el gráfico de puntos se muestran los parámetros de FSC (tamaño) y SSC (complejidad de las células) 
y se muestra la región evaluada, considerada como la perteneciente a ios PMN. 
En la figura b la ordenada y la absci a representan el número de células y la inten idad media de 
fluorescencia, respectivamente. 
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FIGURA 15: A las 3 hs. p.i. de 1.4 x 10'” bacterias/200 yl de E o EA fluoresceínada, los animales fueron 
sacrificados y se les extrajeron los pulmones. Se evaluó el % de fagocitosis por PMN y la intensidad 

media de fluorescencia (IME) por citometría de flujo. 

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos. 

Se muestra un animal representativo de 3. 

* p < 0,0012, comparando con Ef, según el test de Student 
En el gráfico de puntos se muestran los parámetros de FSC (tamaño) y S5C (complejidad de las células) 

y se muestra la región evaluada, considerada como la perteneciente a los PMN. 
En la figura b la ordenada y la abscisa representan el número de células y la intensidad media de 
fluorescencia, respectivamente. 
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Bacteria- nticuerpo 

FIGURA 15: A las 3 hs. p.i. de 1.4 x 1010 bacterias/200 µI de E o EA fluoresceínada, los animales fueron 
sacrificados y se les extrajeron lo pulmones. Se evaluó el % de fagocitosis por PMN y la intensidad 
media de fluorescencia (lMF) 1>or citometría de flujo. 
Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos. 
Se muestra un animal representativo de 3. 
* p < 0.0012, comparando con EF, según el test de Student 
En el gráfico de puntos se muestran los parámetros de FSC (tamaño) y SSC (complejidad de las células) 
y se muestra la región evaluada, considerada como la peaieneciente a los PMN. 
En la figura b la ordenada y la abscisa representan el número de células y la intensidad media de 
fluorescencia, respectivamente. 

58 



1 

1 

1 

1 

1 

-Resultados-

Bacteria Bacteria-Anticuerpo 

1 º--------.------------. 
'° 

o 

'° 

l o 
r-

1 ~ 
o 
Ln 

~~ 

'g 
,~ 1J I~\ 

3()L/l'. 

lMF. 10 

o 
r-

o 
tD 

o 
Ln 

25'7'o 

"' IMF. 514 ~o 
~V 
o 
;..> 

o 

i l~~ v, , 
M 

o 
1 ~· N 

i ,, '~ 
o 

ji' '~" 1 J ~ 
º~~~~~~-.--.-,-,~~'~· 

i ~ul \lVu\• , 
,, ~''" ' '"'' o 

,,'i\ t. •1 f n , .-~ ... 'l'r 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

10° 10 1 104 
10° 102 103 

FL 1-H 

FIGURA 16: A las 3 bs. p.i. de 1.4 x 1010 bacterias/200 µI de E o EA fluoresceínada, los animales fueron 
sacrificados y se les extrajo el hígado. Se evaluó el % de fagocitosis por PMN y la intensidad media de 
fluorescencia (IMF) por citometría de flujo. 
No e encontra1·on diferencias signíficativas entre tratamientos. 
Se muestra un animal representativo de 3. 
En el gráfico de puntos se muestran los parámetros de FSC (tamaño) y SSC (complejidad de las células) 
y se muestra la región evaluada, considerada como la perteneciente a los PMN. 
En la figura b la ordenada y la abscisa representan el número de células y la intensidad media de 
fluorescencia, respectivamente. 
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-Resultados-

La Tabla 1 nos muestra los resultados obtenidos en la evaluación del porcentaje de 

fagocitosis efectuada por Jos PMN y el número de bacterias o bacteria-anticuerpos 

tluoresceinados fagocitados por células representado como la intensidad media de 

fluorescencia (lMF) . 

. , . 
% FAGOCITOSIS e JNTENSIDAD MEDIA DE FLUORESCENCIA (lMF) 

,., 

•, 

:· 
.· 

- ,, 
.. -

.. SA GRE PULMON BAZO 
l .· 

rrratamieot EF E.FA EF EFA EF EFA 

o 

Tiempo %/IMF % / IMF % / IMF % / IMF % / IMF % / IMF 

(X±ES) (X±ES) (X±ES) (X±ES) (X±ES) (X±ES) 

5 mio. 85±0.2 47±8* ND ND ND ND 

3643±1099 2649±286 

3 hs 40±9 36±5 34±0.7 61.36±1 ** 44±11 23±0.7 

1448±119 2023±935 922±401 1629±104 908±383 745±367 

Tabla 1: Porcentaje de fagocitosis de bacteria fluoresceinada por los PMN in vivo: 

A los 5 min. a las Jhs. p.i. de 1.4 x: 1010 bacterias/200 µI de EF o EF A fluoresceínada se obtuvieron de 
cada grupo 200 µI de sangre obtenida por punción del plexo retro-orbital. A las 3 hs se les extrajo el 
bazo y el pulmón. Se evaluó el % de fagocitosis y la illtensidad media de fluorescencia (IMF) por 
citometría de flujo. 
Se consideró un experimento rep~litativo de i, .ND: lto deterlillHado. * ~< 0~045 compáhtdo con EF 
*" p< O,OOU comparado con EF, ~11.n el test de ~tbderlt 
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-Resultados-

6.2.- Efectividad de los PMN para fagocitar EA en sangre entera, in vitro. 

Los resultados mostrados en la Tabla 1, sugieren que los PMN in vivo, poseen 

una capacidad fagocítica mayor en sangre periférica, aJ ser estimulados con bacteria, que con la 

bacteria sensibilizada con anticuerpos específicos a tiempos cortos. Con el fin de determinar si 

esto se debia a una caracteristica propia del sistema se realizó un ensayo de fagocitosis in vitro 

incubando alícuotas de 200µ1 de sangre entera de ratones normaJes con 2. 7 x 10°9 

bacterias/15µ1 bacteria fluoresceinada sola o pre-sensibilizada con anticuerpos (EF, EF A). 

Luego de 15 min. de agitación a 3 7ºC, las células fueron centrifugadas lavadas y la suspensión 

celular fue analizada por citometria de flujo . AJ mismo tiempo se separaron fracciones de estas 

suspensiones, que fueron aisladas para realizar un tratamiento ácido con glicina y clorhídrico, 

tal como se detalló en Materiales y Métodos, con el propósito de despegar las células que 

estuvieran adheridas a la superficie de las células fagocíticas y que no hubiesen sido fagocitadas 

por las mismas. 

Así podemos ver en la Tabla 2, que los PMN mostraron in vitro una mayor 

capacidad fagocítica ante la presencia de la bacteria sensibilizada con anticuerpos que ante la 

bacteria sin sensibilizar, y que el tratamiento ácido, demostró que las bacterias habían sido 

fagocitadas en más de un 90%. 



FAGOCITOSIS porPMN 

en SA GRE E TERA 

o/o I IMF: (X±ES) 
.. 

Tiempo EF EF+T.A EFA EFA+T.A 

15 mio. 66.5 ± 3.5 61 ± 3.5 95 ± 4* 94 ± 4* 

6602 ± 100 5425 ±425 8620 ± 120** 8250 ±249* 

Tabla 2: Efectividad de los PMN para fagocitar bacteria en sangre entera: 
A partir de sangre entera de un animal normal se tomaron 200 µJ de la misma y se incubaron a 37ºC 
durante 15 min. en agitación con 2.7 x 1009 bacterias/15µ1 de EF o~ A. A otro grupo de muestras se les 
hizo además un tratamiento ácido (TA) posterior a la incubación con bacteria o bacteria-anticuerpo 
fluoresceinada. Los resultados se evaluaron por citometría de flujo. 
Se consideró un experimento representativo de 3. 
Se encontraron diferencias ignificativas en todos los tratamientos. 
11 p< 0,003 comparando con EF con o sin tratamiento ácido. 
1111 p <O, 006 comparando con EF, según el test de Student 

Los resultados obtenidos en sangre periférica nos permiten concluir que aunque 

el porcentaje de PMN fagocitando E es mayor que EA in vivo, esto no se debe a una menor 

capacidad fagocítica per e, ya que in vitro no solo es significativamente mayor el porcentaje 

de neutrófilos fagocitando bacteria-anticuerpo sino que es también mayor la cantidad de 

bacteria por célula. 

7.- Cuantificación de los PMN en sangre y pulmón: 

Dado que los estudios de citometría de flujo revelaron que la fagocitosis de E o 

EA era efectuada principalmente por los PMN, y que el porcentaje de fagocitosis en los 

pulmones y en sangre periférica mostraron diferencias significativas entre grupos, se decidió 
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evaluar el porcentaje de PMN en ambos sitios de manera de establecer sj existía alguna 

correlación entre el número de PMN y el aumento de la captación de EA por el pulmón. 

Los resultados mostrados en la Tabla 3 demuestran que el pulmón del grupo 

tratado con EA presenta un número significativamente mayor de PMN que el tratado con E. Al 

mjsmo tiempo, este aumento se correlaciona, con una disminución en el número de PMN 

circulantes. Cuando el tratamiento fue efectuado con bacteria, el porcentaje de PMN en sangre 

periférica, disminuye respecto al control, pero en pulmón el número de PMN no se modificó . 

.. 

% PMNin vivo 

, :· 

% en SANGRE (X±ES) % en :PULMON (X±ES) 
. • . 

Tiempo Control E EA Control E EA 

5 min. 22+1 18+11 13+4* ND ND ND 

3 hs. 43±4 15±5• 19±1• 24±1 29.7±3 39±1** 

Tabla 3: Porcentaje de PMN presentes en sangre y en pulmón: 
A los S mio. post inyección de E o EA se extrajeron de cada grupo 200 µl de sangre obten.ida del plexo 
retro-orbital y a las 3 hs se extrajo el pulmón luego de sangrar a los an.imales. Se evaluó el % de PMN 
según forma y tamaño por citometría de flujo en todas las muestras obtenidas. 
Se consideró un experimento representativo de 3. 
ND: no determinado. 
* p< 0,045, comparado con el Control. 
** p< 0,0087, comparado con el Control 
• p< 0.02 comparado con el Control, según el test de Student. 
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-Resultados-

8.- Bloqueo de la migración de PMN por anti-CD11b/CD18 (anti Mac-1): 

Los PMN pueden ser reclutados desde la circulación por la presencia de un 

microorganismo, a través de una cascada de eventos de adhesión entre los leucocitos y el 

endotelio vascular, dirigido por citoquinas quimiotractantes e inflamatorias producidas por el 

huésped en respuesta al estímulo inflamatorio. Estos PMN circulantes inician contacto y hacen 

«rolling" a lo largo deJ endotelio activado, utilizando moléculas de adhesión de la familia de las 

selectinas (L-, P- y E-selectinas). Así en las proximidades de la superficie del endotelio, los 

PMN son activados por factores del complemento, citoquinas, productos bacterianos, y 

haptotaxinas como la IL-8 y el factor activador de plaquetas (PAF), entre otros, que resulta en 

la firme adherencia de los PMN al endotelio. Este paso estaría mediado principalmente por la 

lh integrina, CD11b/CD18. Dado que se sabe que la endotoxina de E. coli es capaz de inducir 

la emigración de los PMN tanto en la circulación sistémica como en la pulmonar (119), y 

con el fin de confirmar la participación de los neutrófilos en el clearance del complejo bacteria 

anticuerpo en este proceso, se decidió bloquear la migración de los mismos por utilización de 

anti CD 11/CD 18 (anti Mac-1 ). Para este fin se inoculó por vía endovenosa, el anticuerpo 

monoclonal, anti Mac-1, media hora antes de los experimentos de c/earance (119). Estos 

estudios fueron llevados a cabo tal como se detalló anteriormente, inoculando la bacteria o el 

complejo inmune marcado con 51Cr por vía endovenosa, y sangrando seriadamente hasta las 3 

hs p.i, cuando los animales son sacrificados y sus órganos extraídos. 

Así podemos observar en la Figura 17a que la velocidad de c/earance en el 

grupo tratado con anti CDI lb/CD18 (anti Mac-1) y luego inoculado con bacteria, fue 

significativamente menor durante las primeras 3 hs. de estudio, igualándose posteriormente con 

el grupo control. En el periodo comprendido entre las 24 y las 48 hs. la marca se mantuvo 

constante sin presentar diferencias significativas entre los grupos evaluados. 
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-Resultadus-

FIGURA 17a: Velocidad de clearance en animales tratados con anti Mac-1 e inoculados con 51Cr-E. 
Ratones previamente tratados con anti Mac 1, e inoculados con 1.4 x 1010 bacterias/200µ1 de 51Cr-E y 

normales tratados solo con 51 Cr-E, fueron sangrados al minuto y a los 45, 90, 180, 1440 (24 hs.), 2880 (48 
hs.), minutos p.i. 
Se evaluó el porcentaje de 51Cr circulante en un contador gamma. 
Cada punto representa el % de radioactividad presente ± ES de 3 animales. 
A partir de los 45 mio. y hasta la 3 hs. p.i. se encontraron diffrcncias siguificati\'llil. 
• p< 0.05 comparando E s anti Mac-1 +E, cgúo el test de St"~'qf 

La velocidad de clearance en el grupo t ~\~~~ 9on anti Mac-1 y bacteria­

anticuerpo, no presentó modificaciones respecto al grupo control (sin anti Mac-1) en todo el 

rango de estudio Figura 17b. 
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FIGURA 17b: Cinética de la velocidad de clearance en animales tratados con anti Mac-1 e inoculados con 
1 
Cr-EA. 

Ratones previamente tratados con anti Mac 1, e inoculados con 1.4 x 10%” bacterias/20011 de Cr-EA y 
normales tratados solo con *Cr-EA, fueron sangrados al minuto y a los 45, 90, 180, 1440 (24 hs.), 2880 

(48 hs.), minutos p.i. 

Se evaluó el porcentaje de *Cr circulante en un contador gamnía. 
Cada punto representa la media de radioactividad presente + ES de 3 animales, 

No se encontraron diferencias significativas en tode el periodo de estudio. 

Al analizar la distribución de la marca en los órganos a las 3 hs. p.i. se encontró 

que el tratamiento con anti Mac-1, induce una disminución significativa de la captación de 

bacteria en el hígado aunque no modifica la marca en los pulmones. En el bazo en cambio, 

aumenta el porcentaje de captación. En el fémur y los riñones, no se observaron diferencias 

entre grupos, Figura 184.
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-Resultados-

FIGURA 17b: Cinética de la velocidad de clearance en animales tratados con anti Mac-1 e inoculados con 
51Cr-EA. 
Ratones previamente tratados con anti Mac 1, e iooculados con .1.4 x 1010 bacterias/200µ1 de 51Cr-EA y 

normales tratados solo con 51Cr-EA, fueron sangrados al minuto y a los 45, 90, 180, 1440 (24 bs.), 2880 
(48 hs.), minutos p.i. 
Se evaluó el porcentaje de 51Cr circulante en un contador g;ynnfa. 
Cada punto representa la media de radioactividad 1>resente ± ES de 3 animales. 
No se encontraron diferencias significativas en todc el periodo de estudio. 

Al analizar la distribución de la marca en los órganos a las 3 hs. p.i. se encontró 

que el tratamiento con anti Mac-1 , induce una disminución significativa de la captación de 

bacteria en el hígado aunque no modifica la marca en los pulmones. En el bazo en cambio, 

aumenta el porcentaje de captación. En el fémur y los riñones, no se observaron diferencias 

entre grupos, Figura 18a. 
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-Resultados-

FIGURA 18a: Distribución de la marca en órganos a las 3 hs. 1>.i., en animales tratados con anti Mac-1 e 
inoculados con 51Cr-E. 
Animales tratados con anti Mac-1 e inoculados con 1.4 x 1010 bacterias/200µ1 de 51Cr-E y controles sin 
anti Mac-1 fueron sangrados y sacrificados y se k-s extrajo los distintos órganos a las 3 h post 
inoculación. 
Cada barra representa la media de radioactividad presente en cada órgano ±.E élc 3 animales. 
• p< 0.05 com1>arando anti Mac-1 +E vs E, según el test de Student 

En los animales inoculados con bacteria-anticuerpo, el tratamiento con anti 

Mac-1 produjo una dis~ución en el porcentaje de captación solo en pulmón. El hígado y el 

bazo compensaron tal disminución con un ligero aumento en la captación (aunque no 

significativa). En el resto de los órganos evaluados: riñones, fémur y la sangre la marca se 

distribuyó sin producir diferencias significativas por el tratamiento con anti Mac-1 . 
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-Resultados-

FIGURA 18b: Distribución de la marca en órgano a las 3 hs. p.i., en animaJes tratados con anti Mac-1 e 
inoculados con 51Cr-EA. 
Animale tratados con anti Mac-1 e inoculados con 1.4 x 1010 bacteri_as/200µ1 de 51Cr-EA y controles sin 
anti Mac-1 fueron sangrados y sacrificados y se les extrajo los distintos órganos a las 3 hs post 
inoculación. 
Cada barra representa la media de radioactividad presente en cada órgano± ES de animales. 
* J>< 0.16 comparando anti Mac-1 +EA vs EA, según el test de Student 

9.- Estudios de histopatología: 

Los estudios de distribución de la bacteria o bacteria-anticuerpo y su 

correlación con la sobrevida se completaron con estudios histopatológicos de los órganos mas 

involucrados, los pulmones y el hígado. 

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 4. 
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-Resultados-

Tratamiento 

Descripción E E+ Lip-clod EA EA + Lip-clod 

en Pu./món 

Semi Colapsado. 

distendido con Marcado 

Parénquima Distendido engrosamiento engrosamiento de Semi distendido, 

(normal). de los septos. los septos y pérdida con engrosamiento 

dela de los septos. 

citoarquitectura 

Escasa Marcada 

Congestión Ausente congestión congestión vascular Congestión 

vascular vascular y y celular en vascuJar y celular, 

celular. capilares septaJes y presentes. 

arteriolas 

bronquiales. 

Observación de 

fenómenos 

edematosos. 

Escaso nº de Aumento de Abundante Dilatación vascular 

Nº dePMN PMN PMN infiltración de PMN con abundante 

presentes en marginaJes, intraseptaJ y en número de PMN 

capilares septales y en parénquima. intravasculares con 

( marginaJes) parénquima Ausencia de PMN tendencia a la 

septaJes y en marginaJes. marginación, e 

parénquima intraseptales. 
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Descripción E E+ Lip-clod EA EA + Lip-clod 

en Hígado 

Relativamente 

Parénquima Disposición Conservado, Marcadamente conservado. 

trabecular con disposición alterado Moderado grado de 

trabecular destra beculización 

Presente, Presente con 

Espacio con vena vena No observado Presente 

porta dilatada, y centrolobulillar 

hematíes dilatada 

Anisonucleos NormaJ NormaJ No observado Moderado 

isy 

anisocitosis 

Degenera ció Ausente Ausente Presente No observado 

n 

hepatocitari 

a 

Necrosis y Presente. 

fenómenos Ausente Ausente Pérdida de la Ausente 

asociados citoarquitectura 

La Figura 19b nos muestra que frente a la inoculación de bacteria, los 

pulmones manifiestan pocas diferencias en cuanto a la presencia y la distribución de PMN 

siendo su estructura en general bastante bien conservada respecto del pulmón control (Figura 

19a). En cambio cuando los animales fueron inoculados con bacteria-anticuerpo (Figura 19c), 

los pulmones de estos animales se vieron significativamente afectados, presentando todas las 

características detalladas en la Tabla 4. La depleción de macrófagos hepáticos y esplénicos, 
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aumentarían la quimiotaxis de los PMN hacia los pulmones (Figura 19d y e), aunque 

retardando la infiltración de los mismos, dado que durante el tratamiento con lip-clod y EA, se 

encontraron PMN marginados paso previo a la infiltración. Es importante destacar, que este 

fenómeno esté asociado a la sobrevida de los animales tratados con EA. 

En la Figura 20 (a, b, e, d, e) se muestran el hígado de los animales Control, E, 

EA, E + Lip-clod, y EA + Lip-clod. Podemos observar que sólo en el caso del tratamiento con 

el complejo bacteria-anticuerpo existe un claro deterioro de este órgano, manifestado por la 

pérdida de citoarquitectura y la degeneración hepalocilaria. En el reslo de los casos, la 

histopatología difiere levemente del control. A través de la técnica utilizada, no fue posible 

distinguir la presencia de PMN en hígado. 
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10.- Cuantificación de Mieloperoxidasa: 

Los PMN poseen en el citoplasma de la célula, unos gránulos azurófilos o 

gránulos primarios que contienen lisozima, elastasa, mieloperóxidasa (MPO) y varias proteínas 

catiónicas que poseen actividad antibacteriana. La enzima MPO cuando está en presencia de un 

ion como el cr transforma el H20 2 en HOCr; que es un poderoso agente oxidante y 

anti.microbiano. Como ésta enzima es característica de los polimorfonucleares, se cuantificó la 

mieloperoxidasa presente en pulmón, e hígado de an.imales inoculados con E o EA a las 3 hs. 

p.i. Esta medición indicaría la presencia y actividad por parte de los PMN y a su ves, si el daño 

tisular observado al mismo tiempo en hígado podía acreditarse a una posible infiltración de los 

neutrófilos a dicho órgano. 

Para realizar esta experiencia, los animales fueron inoculados por vía 

endovenosa con E o EA o SF (el control) en La dosis utilizada para clearance, y a las 3 hs. p.i. 

se Jes tomó una muestra de sangre y se les extrajeron los pulmones y el hígado. La muestras 

fueron procesadas tal como de indicara en Materiales y Métodos y La cantidad de MPO 

presente en cada una de ellas se midió en un contador Elisa a 490 nm, y se expresó el 

contenido de MPO como cambio en la absorbancia a 490 nm (MPO A490nm) . 

Los resultados obtenidos nos permiten confirmar que eJ tratamiento con 

bacteria no induciría una mayor infiltración de PMN al hígado: ya que no se encontraron 

diferencias significativas, respecto del control (sin bacteria): MPO A490nm: Control: 

(1.49±0.05), E: (1.48± 0.06) n=6; pero en el pulmón si se encontraron diferencias significativas 

entre el tratamiento con bacteria y el control. MPO A 490nm : Control: (0,2±0.014), E: (0,33± 

0.013); n=6, p <0,0001. El tratamiento con EA, induce un claro y significativo aumento de la 

concentración de la enzima MPO, tanto en hígado comparado tanto con el control: MPO 

A 490nm: Control: (1.49±0.05), EA: (2, 14± O, 17); n=6, p <O 0055, y comparando bacteria con 

bacteria-anticuerpo MPO A 490nm : E: (1.48± 0.06); EA: (2,14± 0,17); n=6, p <0,004, siendo en 

ambos casos muy significativo. 

La cuantificación de MPO en pulmón de los animales inoculados con EA también mostraron 
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un alto número de PMN que fue extremadamente significativo respecto al control MPO L\.490nm: 

Control: (0,2±0.014). EA: (0,39± 0.018); n=6, p <0,0001 , y significativo, comparando EA con 

E: MPO L\.490nm: EA: (0,39± 0.018); E: (O 33± 0,13); n=6, p <0,025 . 



E.- DISCUSIÓN: 

A lo largo del presente trabajo se analizó en un modelo murino la participación 

del sistema mononuclear fagocítico, en el c/earance de Escherichia. coli 0111 :B4. 

Previamente habíamos demostrado que los LPS inducían un significativo aumento de los 

mecanismos de c/earance dependientes del receptor para la porción Fe de las IgG (RFcy) 

presentes en las membranas de las células fagocíticas (116). Esto se traducía en un marcado 

aumento de la desaparición de la circulación de complejos inmunes particulados formados por 

eritrocitos singeneicos y anticuerpos IgG específicos, así como una destrucción rápida y 

eficiente de los mismos en el bazo. 

Considerando estos antecedentes estudiamos comparativamente la bacteria en 

ausencia o presencia de anticuerpos específicos de tipo lgG inoculada directamente a la vía 

sistémica. De esta manera se evaluó la participación de los distintos tipos celulares y su 

influencia en la distribución diferencial en los órganos según se haya inoculado bacteria o el 

complejo bacteria-anticuerpo. Para todos los estudios se utilizaron bacterias formoladas, para 

analizar los fenómenos inmunológicos de captación y destrucción de la bacteria sin que 

interfiera la cinética de multiplicación bacteriana. La combinación de técnicas de marcación 

con radioactivo y fluorescencia nos permitió analizar cuantitativamente el órgano de 

captación y la población involucrada respectivamente. 

Los estudios cinéticos en sangre periférica demuestran que los anticuerpos 

inducen un marcado aumento en la velocidad de c/earance de la bacteria. Esta afirmación es 

válida no solo cuando la bacteria es sensibilizada in vitro previo a su inoculación, sino 

también cuando el complejo bacteria-anticuerpo se formó in vhlo, por inoculación de la 

bacteria en animales previamente inmunizados. 

La desaparición veloz de la bacteria-anticuerpo de la sangre periférica se 

correlaciona a su ves con distintos fenómenos: 

1 )- Aumento de la captación de bacteria en pulmón 

2)- Mayor afluencia de neutrófilos a dicho órgano, expresando una la alta capacidad 

fagocítica. 

3)- A concentraciones bajas de bacterias, el anticuerpo indujo una mayor sobrevida y 

una rápida recuperación de los animales. 
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El papel beneficioso u adverso de la migración de los oeutrófüos a los distintos 

órganos es aún ampliamente discutido. Ciertas evidencias indicarían que la presencia de PMN 

en el hígado es uno de los mecanismos involucrados en el daño tisular hepático asociado a la 

muerte durante el shock séptico. De este modo ratones deficientes en la molécula-1 de 

adhesión intercelular (ICAM-1), el contra-receptor para la integrina CDI lb/CD18 de los 

PMN, están protegidos de la muerte por altas dosis de LPS. Esto se correlacionó con una 

disminución de la migración de los PMN al hígado (107). Sin embargo es de destacar las 

profundas diferencias que existen entre los efectos de la inoculación de LPS purificado y 

bacteria enteras (120). 

Luego de la entrada a la circulación el LPS experimenta una hidrólisis y 

metabolismo limitados y es depurado principalmente por el hígado. La forma física en la cual 

la endotoxina es presentada en el animal, determina como será manipulado por el hígado. Si 

es presentado como bacteria viva, la endotoxina es localizada en las células de Kupffer, y si el 

LPS está purificado de estas mismas bacterias e inyectado directamente en el animal, se 

localizará en los hepatocitos (107). El clearance del LPS purificado ocurre supuestamente a 

través de ciertos (scavenger) receptores sobre los hepatocitos. Estos receptores eliminan la 

endotoxina que ha sido químicamente modificada por el cuerpo y por lipoproteínas que la 

transportan (107). 

Similarmente, la mayoría de los organismos que entran al torrente sanguíneo 

son eliminados rápidamente de la circulación por el hígado. Los estudios en este tema se han 

focalizado principalmente sobre la participación de los macrófagos residentes en este tejido, 

las células de Kupffer (108, 121). Sin embargo hay poca evidencia directa que demuestre la 

participación de los macrófagos hepáticos en el clearance de bacteria inoculada a la vía 

sistémica ( 108). Contrariamente se ha encontrado en ratones cuyos neutrófilos fueron 

eliminados, una disminuida capacidad de eliminar E. coli, que habían sido depositados en el 

hígado y pegados a la superficie de células hepáticas. Estos descubrimientos indicarían que la 

mayoría de las bacterias inoculadas por vía endovenosa y atrapadas por el hígado son 

eliminadas por neutrófilos inmigrantes que son rápidamente movilizados en respuesta a la 

infección (108). 

Nuestro resultados también destacan la alta C(ij)acidad bactericida que poseen 
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los PMN respecto a los macrófagos residentes en hígado y bazo. En efecto, mientras en estos 

órganos se observan una alta persistencia de las bacterias a los largo del tiempo (por lo menos 

48 hs.); en pulmón la desaparición es tan rápida que ya a las 24 hs., prácticamente se ha 

eliminado el 100% de lo captado (Figuras 3, 4 y 5 respectivamente). Estas diferencias podrían 

estar relacionadas con la capacidad de las bacterias y los productos celulares a inducir la 

activación de macrófagos y/o el reclutamiento de P . Un modelo propuesto sobre la 

respuesta del huésped a P. aen1ginosa en infecciones al pulmón ha sugerido que los 

macrófagos alveolares podrían ser los primeros en activarse, y los PMN podrían ser 

reclutados y podrían experimentar un proceso de activación para eliminar a la bacteria (122). 

uestros resultados sugieren que el ciearance en pulmón de bacteria sensibilizada con 

anticuerpos, depende del reclutamiento de un alto número de PMN al sitio de infección y del 

proceso de activación de las células fagocíticas inflamatorias. La observación simultánea de 

que el proceso de eliminación de la bacteria, y la aparición de PMN a los sitios de captación 

de la misma (y la observada neutropenia observada en circulación minutos después de la 

inoculación de E o EA), sugieren fuertemente que los PMN poseen un papel fundamental en 

la resolución de la infección. 

Es sabido que los M0, además de su papel como efector celular fagocítico, 

posee un rol central en la regulación de la respuesta inmune innata actuando como célula 

presentadora de antígenos (CPA), y por su complejo patrón de secreción de citoquinas. Los 

patógenos que entran al cuerpo son atrapados por los M0 residentes ampliamente 

distribuidos, tales como los M0 alveolares, en el tracto respiratorio, o en las células de 

Kupffer, en el hígado. La interacción entre éstas células y un agente patógeno pueden iniciar 

la inflamación. Más aún, los M0 pueden directamente influenciar el desarrollo de la respuesta 

inflamatoria vía la liberación de factores quimiotácticos, tales como la IL-8, leucotrieno B4 y 

el componente del complemento C5a, o vía factores activadores como el factor de necrosis 

tumoral (TNF-a.). El descubrimiento de que los macrófagos producen varia citoquinas 

inmunoregulatorias, indican que la producción de citoquinas por los macrófagos está más 

probablemente involucrada en la regulación de la inmunidad que la fagocitosis en si misma 

(124). Así mismo ha sido determinado que la capacidad de los macrófagos alveolares 

residentes de fagocitar bacteria es bastante limitado y que no poseen un destacado papel 
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bactericida in vivo, enfatizando su rol como productor de citoquinas y otros productos capaces 

de reclutar PMN a los sitios aéreos infectados. (125). 

Ha sido demostrado que el TNF-a. induce la migración de neutrófilos a través 

de las células endoteliales, y también induce la migración transepitelial, por un mecanismo 

que podría estar mediado por la sobre expresión de moléculas de adhesión (31). El TNF-a. 

parece estimular a las células epiteliales del pulmón a producir rápidamente factores 

quimiotácticos solubles, como la IL-8, el cual resulta en una significante quimiotaxis de 

neutrófilos a través de las barreras celulares epiteliales. 

Otro mecanismo que podría contribuir a la migración de los PMN al pulmón es 

la adherencia de los complejos bacteria-anticuerpo al endotelio de los pequeños vasos de la 

circulación pulmonar. Dicha interacción podría también activar al endotelio, produciendo 

consecuentemente diversos factores inflamatorios quimiotácticos (PAF; IL-8, etc.). En el 

modelo utilizado, observamos que los PMN que migran a los tejidos provienen del pool de 

neutrófilos circulantes. La profunda neutropenia observada a los pocos minutos de inoculada 

la bacteria, se asoció a un aumento en el porcentaje de los PMN en los órganos involucrados 

en el clearance (Figura 13, 14, 15, 16). 

Se ha propuesto un mecanismo para explicar la observación de que 

inmediatamente después de la infusión de LPS existe una fase inicial de neutropenia. Por 

exposición al LPS, las plaquetas y las células endoteliales expresan rápidamente una adhesina: 

la P-selectina, la cual disminuye la circulación del los PMN cercanos a la superficie de las 

células endoteliales. El factor de activación plaquetario (PAF), es expresado también rápida y 

reversiblemente por las células endoteliales induciendo La expresión de integrinas en la 

superficie de los PMN que promueven la fuerte adherencia de estas células al endotelio, por 

unión al receptor expresado en la célula endotelial ICAM-1 (107). 

Este mecanismo probablemente sea el mismo propuesto para la neutropenia 

por inoculación de LPS (107). Es decir una sobreexpresión secuencial de moléculas de 

adhesión en PMN, endotelio y plaquetas que promueven el enlentecimiento del flujo de PMN, 

la marginación de los mismos y por último la adherencia al endotelio para permitir la 
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"transmigración" e infiltración tisular. Una ves en los tejidos los PMN inician poderosos 

mecanismos de destrucción como son Ja activación del estallido respiratorio y la producción 

de intermediarios reactivos del oxígeno (IRO), y a través de diferentes mecanismos, la 

generación de intermediarios reactivos del nitrógeno, tal como el óxido nítrico NO. La 

activación de los M 0 o de los PMN estimula la producción del radical superóxido (02-), y 

otros IRO, (por ejemplo: peróxido de hidrógeno (H20 2) que son rápidamente formados por 

este precursor por un proceso de descomposición. Los PMN forman principalmente ácido 

hipocloroso (HOCI), el cual también parece tener una importante función microbicida. El 

HOCI es formado a partir de H202 y CJ-, en una reacción catalizada por la enzima 

mieloperoxidasa (MPO). Aunque la MPO está también presente en los monocitos, esta 

enzima está ausente en los M0, y al menos en los roedores el NO puede jugar un rol 

microbicida en M 0 (123). Durante la fagocitosis, los PMN se degranulan y liberan MPO en 

el ambiente extracelular. Existen varios informes acerca de que la MPO externa puede regular 

un número de funciones de los M0, incluyendo un aumento de la fagocitosis bacteriana y 

aumentando la destrucción intracelular de la misma como así también induciendo a la 

liberación de IRO , TNF-a. e interferón-y (IF-y). 

Considerando que la activación de complemento conduce a la generación de 

poderosos estímulos quimiotácticos para el reclutamiento de neutrófilos, evaluamos la 

participación de este sistema en los fenómenos de c/earance. Para ello realizamos inyecciones 

seriadas de factor anti complementario de veneno de cobra (FVC), produciendo una 

activación exhaustiva del sistema de complemento por activación de la vía alternativa de 

complemento (14). A través de este esquema experimental se eliminan los productos 

generados por la activación del complemento. Los resultados demostraron que el tratamiento 

con FVC, no modificó sustancialmente el c/earance de EA, aunque si bloqueó 

significativamente el atrapamiento en pulmón. Podemos concluir que en la migración de 

neutrófilos al pulmón al inocular el complejo bacteria-anticuerpo, los factores de 

complemento juegan un papel destacado. El hígado y el bazo compensaron la disminución de 

la captación por los pulmones, no afectando la velocidad de clearance de circulación. 

Contrariamente el tratamiento con FVC disminuyó significativamente Ja 
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velocidad de c/earance de la bacteria sin sensibilizar, sugiriendo que en este caso, el 

complemento tendria un papel importante como opsonina de la bacteria, facilitando la 

adherencia a células macrofágicas y/o neutrófilos. 

Es bien sabido que aquellos individuos que sufren una deficiencia de uno de 

los componentes centrales del complemento (C3), están sujetos a repetidas infecciones 

bacterianas, como así también lo sufren aquellos deficientes de anticuerpos. A su vez, ambos 

resultados vistos en conjunto dan sustento a la hipótesis que los complejos bacteria-anticuerpo 

son fagocitados por interacción de las IgG con sus RFcy sobre las células del sistema retículo 

endotelial (SRE) y/o PMN. 

Existen evidencias claras de que los productos de complemento pueden causar 

eventos de transducción de señales en las células endoteliales. El Clq, bajo condiciones 

especiales, reacciona con las células endoteliales de manera que facilita la sobre expresión de 

las moléculas de adhesión ICAM-1 y E-selectinas. La células endoteliales poseen sitios de 

alta afinidad para el binding de C5a, y de la interacción se producen tres respuestas 

funcionales: 

a- expresión en superficie de P-selectinas 

b- secreción del factor de von Willebrand 

c- generación de 02 

Estos mecanismo tienen como fin último aumentar Ja adhesión de los 

neutrófilos a las células endoteliales, por lo tanto el C5a es crucial para el influjo de 

neutrófilos por medio de su actividad quimiotactica(14). Sin embargo existen evidencias en 

ratones deficientes del C5a, que han demostrado claramente que muchas bacterias Gram 

negativas, tales como P. aeruginosa inducen el reclutamiento de PMN al pulmón vía procesos 

de activación dependientes de CD 11b/CD18 más que de la activación de C5a (122). Para 

bloquear dicha migración de PMN, diferentes autores han utilizado la inoculación sistémica 

del anticuerpo monoclonal anti CD 11b/CD18 (anti Mac-1 ), por interacción del CD 11b/CD18 

a su contra receptor ICAM-1 en el endotelio. Siguiendo esta metodología, para evaluar la 

participación de las moléculas de adhesión en la migración de neutrófilos en respuesta a la 
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inoculación de bacteria o bacteria-anticuerpo, inoculamos anticuerpo monoclonal donado por 

la Dra. Francoise LePault de la Unidad 1461 CNRS URA, Hospital ecker, Francia. Los 

resultados obtenidos muestran que la captación de bacteria-anticuerpo por el pulmón está 

disminuida, aunque sin observarse diferencias significativas en la cinética de depuración de 

sangre periférica. Estos datos ~ sugieren que en la migración de los neutrófilos al pulmón luego 

de la inoculación de EA, participan activamente los mecanismos dependientes de las 

adhesinas. 

Los resultados obtenidos por tratamiento con FVC y anti Mac-1 , sugieren que 

al impedirse a los PMN circulantes migrar al pulmón, los complejos EA se distribuyen en los 

otros órganos del SRE, hígado y bazo. Debido a que el bloqueo de la migración de neutrófilos 

al pulmón inhibe la captación de los complejos EA, deducimos que al menos parte de dichos 

complejos son llevados a dicho órgano post fagocitosis en sangre periférica y que tal vez el 

mismo proceso de fagocitosis induce cambios en los PMN que afectan su migración 

dirigiéndolos principalmente a Jos pulmones. 

Esta conclusión coincide con las evidencias arrojadas por los experimentos de 

fagocitosis in vitro e in vivo. Efectivamente la sensibilización de la bacteria aumenta la 

eficacia fagocítica de los neutrófilos, en concordancia con lo descripto por distintos autores 

desde hace varios años (88, 96, 117). Sin embargo, el hecho de que en periferia se encuentre 

un menor porcentaje de PMN y menores porcentajes de fagocitosis, sugiere que ha habido una 

migración desde la periferia hacia los órganos de los PMN que han fagocitado. 

Por último analizamos los efectos biológicos producidos por el complejo 

bacteria-anticuerpo a diferentes masas de bacteria. Por inoculación de distinto número de 

bacteria, encontramos que a bajas dosis (1 ,08 x 1010 bacterias/200µ1) el anticuerpo induce un 

efecto protector en la sobrevida de los animales al compararse con los aquellos inoculados 

con bacteria sola. En cambio, al aumentar las masas de bacteria (entre 1,8 x 1010 

bacterias/200µ1 y 2,7 x 1010 bacterias/200µ1) se manifestó el efecto nocivo de la presencia de 

anticuerpos, ya que la mortalidad fue superior al 50% durante las tres primeras horas, 

mientras que por inoculación única de bacteria, la mortalidad de los animales no se produjo 

antes de las 24 hs. Los efectos tóxicos manifestados por altas dosis del complejo EA se 
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evaluaron por histopatología. A través de estos estudios pudo determinarse que la presencia 

de anticuerpos induce una clara afluencia e infiltración de PMN al pulmón induciendo el 

colapso y la pérdida de la citoarquitectura del mismo, con manifestación de fenómenos 

edematosos, que en conjunto indicarían que la muerte observada pudo deberse a una 

bronconeumonía o a un shock anafiláctico. El hígado de estos animales presentaron necrosis y 

otros fenómenos asociados, como pérdida de la citoarquitectura, aunque ésta no fue tan 

generalizada como la vista en pulmón, indicando que el hígado no podría estar involucrado en 

la muerte tan rápida y temprana manifestada por los animales inoculados con EA. Por 

inoculación de bacteria sola, y en todo el rango de dosis estudiadas para EA, no se observaron 

ninguno de estos fenómenos descriptos anteriormente. 

Al tratar previamente a los ratones con Lip-clod, que a las dosis inoculadas 

solo elimina a los macrófagos hepáticos y esplénicos, encontramos que si bien los efectos 

inducidos por esta droga no modifican la mortalidad de los animales inoculados con bacteria, 

es en cambio, determinante en la sobrevida de aquellos inoculados con EA Observamos que 

por eliminación de los macrófagos hepáticos y esplénicos, la sobrevida del grupo EA es del 

100 % aún superadas las 72 hs. p.i. Al realizar los estudios de histopatología, se demostró que 

por tratamiento con Lip-clod, si bien el número de neutrófilos en pulmón, fue prácticamente 

el mismo que en los controles (sin Lip-clod y con EA) los fenómenos de infiltración se vieron 

marcadamente retardados ya que se observó un número importante de PMN marginales, no 

vistos en los controles. Esto indicaría que la mortalidad estaría asociada a la infiltración de los 

PMN al pulmón, los que posiblemente induzcan el daño tisular encontrado en el mismo. Así 

mismo, el hígado de los animales tratados con Lip-clod y EA no presentaron los marcados 

fenómenos necróticos manifestados con EA En conjunto estos resultados sugieren que los 

macrófagos alveolares, serían capaces de reclutar el mismo número de PMN que cuando todas 

las poblaciones macrofágicas se encontraban intactas, aunque que sería necesario algún tipo 

de señal proporcionada por la vía sistémica, para determinar la infiltración de los PMN, ya 

que estos se encontraron mayoritariamente marginales. Este retardo en el proceso de 

infiltración es Ja que probablemente haya disminuido tan notablemente Jos efectos tóxicos que 

inducían la muerte en los animales tratados con EA. Nosotros proponemos que en Jos ratones 

inoculados con Lip-clod, los macrófagos alveolares, probablemente no producen el nivel de 

citoquinas específicas necesarias para la inducción de una expresión aumentada de moléculas 
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de adhesión las cuales podrían luego permitir la posterior extravasación de los PMN a los 

espacios aéreos. En este contexto, el tratamiento es altamente efectivo en reducir la intensidad 

de la respuesta inflamatoria y el daño pulmonar inducida por complejos inmunes de IgG, de 

manera de estar asociada con una disminución del influjo de neutrófilos (14). 

Así como fue definido por Coombs & Gell, las reacciones de hipersensibilidad 

han sido divididas en cuatro tipos: 

a)- Reacciones de Tipo 1, incluyendo La anafilaxis, están definidas como la 

hipersensibilidad inmediata mediada por anticuerpos IgE adheridos a los mastocitos. 

b )- Reacciones de Tipo TI, que son citotoxicidades dependientes de anticuerpos o 

complemento mediadas por La interacción de anticuerpos IgM o IgG adheridas al antígeno. 

c)- Reacciones de Tipo III, también conocidas como daño tisular mediado por 

complejos inmunes antígeno-IgG y complemento activado. 

Informes recientes han demostrado el importante papel del RFc-y en la 

iniciación las reacciones inflamatorias de tipo JI y III (126). En trabajos realizados en modelos 

murinos, deficientes en CD40 (que carecen del switch de inmunoglobulinas), se ha 

comprobado que la IgG desempeña un importante papel en disparar las reacciones de 

hipersensibilidad independientes de IgE (L), mediadas por el RFc-ylII, indicando el rol 

destacado de otras células en las cuales este receptor están presentes además de los 

mastocitos. 

Miyajima et al. han demostrado que tanto la IgE, el RFc;; I y/o los mastocitos 

pueden contribuir a algunas de las patofisiologías de la anafilaxis sistémica activa en ratón, 

pero que la mortalidad temprana, asociada a la anafilaxis activa es dependiente de la cadena 

RFc y, pero no a la RFc;; [, sugiriendo que la mortalidad; estaría asociada a una anafilaxis 

mediada principalmente con anticuerpos lgG I y RFc-yIII (109). 

Así mismo el factor de activación plaquetario (PAF) es un potente mediador 

fosfolipídico que posee diversas actividades biológicas, además de promover la agregación 

plaquetaria, incluyendo además la constricción aérea, la hipotensión, la permeabilidad 

vascular la anafilaxis. Los macrófagos además de los mastocitos y basófilos son capaces de 

producir grandes cantidades de PAF que es liberada a la circulación. Esto lleva (luego del 
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estímulo por LPS), a la hipotensión, injuria tisular y frecuentemente a la muerte, como es el 

caso de la anafilaxis. El PAF actúa a través de su receptor (RP AF) que se expresa entre otros, 

en los neutrófilos. A través de la interacción P AF-RP AF se inducen la movilización de Calcio 

en los PMN, y la hipotensión sistémica (127). En este contexto, podemos especular que Ja 

muerte temprana presentada por inoculación de altas dosis de EA, podría ser mediada por el 

PAF el cual induce una shock anafilácticodebido a la interacción entre el Fe y su receptor en 

las células fagocíticas. 



F. CONCLUSIONES: 

1.- La velocidad de clearance de bacteria sensibilizada con anticuerpos es sigrúficativamente 

mayor que la de bacteria y está mediada probablemente por el RFcy. Está asociada además 

con una localización diferencial el lo órganos. En cambio el clearance de bacteria es 

dependiente de la activación de complemento. 

2.- El complejo EA formado tanto in vil o como in vitro es captado principalmente por el 

hígado y el pulmón a tiempos tempranos en cambio en igual período la bacteria sin 

sensibilizar es atrapada por el hígado y el bazo. 

3.- La activación del sistema complemento tiene influencia sobre la velocidad de clearance de 

bacterias y su localización en el hígado, pero no modifica la captación en el bazo. En cambio 

ejerce una clara influencia sobre la captación de EA en pulmón de forma tal que .la depleción 

del mismo modifica la distribución de EA dirigiéndola hacia el bazo. 

4.- La mortalidad de los animales inoculados con E en todo el rango de dosis empleadas, 

estaría asociada al desarrollo del shock séptico. En cambio el tratamiento con EA seóa 

beneficioso solo a bajas dosis del complejo, ya que a altas, se produce Ja muerte temprana que 

solo es revertida por la ausencia de macrófagos hepáticos y esplécnicos. Este fenómeno no 

estaría asociado con la localización del complejo en pulmón, ya que frente al tratamiento con 

Cl2MDP este órgano llega a secuestrar el 50 % más de bacteria o bacteria-anticuerpo. 

5.- La alta tasa de mortalidad observada por inoculación de EA, a tiempos cortos no estaría 

asociada tampoco a una mayor o mas ostenida producción de TNF-a durante el período de 

estudio. 

6.- Finalmente, las diferencias encontrada entre E y EA, se deben a la participación 

djferencial de los PMN. Comprobamos que, la migración de PMN al pulmón en animales 

inoculados con EA es significativamente mayor que por exposición a la bacteria y que estos 

no ejercen en sí mismos un efecto tóxico en este tejido, sino que los fenómenos de necrosis y 

degeneración observados en este órgano estarían asociados posiblemente a la liberación de 

alguna citoquina secretada y liberada ma ivamente por lo MO hepáticos y esplénico a la vía 

sistémica. 

7.- La migración de PMN al pulmón, es dependiente de CD11b/CD18, cuando la bacteria es 

sensibilizada con anticuerpos específicos. 

8.- Los estudios de histopatología confirman que la mortalidad temprana observada en tras la 
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inoculación de EA estarían asociados al desarrollo de un Distres respiratorio . 
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