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I.  RESUMEN

La funcion fagocitica neutrofilica se basa en uno de los mecanismos mas importantes
de defensa contra infecciones en los humanos. Los microorganismos fagocitados se
destruyen mediante radicales libres de oxigeno formados por actividad catalitica del
complejo enzimatico nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato (NADPH) oxidasa. Este
complejo enzimatico puede tener mutaciones en los genes que codifican las subunidades
proteicas, provocando asi una deficiencia en el estallido respiratorio y por tanto el

padecimiento de algun tipo de inmunodeficiencia.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la respuesta fagocitica a través de la
prueba de reduccién de azul de tetrazolium (NBT) en pacientes pediatricos que tuvieran
sospecha de deficiencia en la fagocitosis neutrofilica. Se contd con la participacion de 14
pacientes pediatricos, comprendidos en el rango de edad de 0 a 17 afios. En relacion con la
positividad observada por la prueba de NBT el grupo etario mayormente afectado fue el de
6 a 10 afios con un total de 3 casos seguido del grupo etario de 0 a 5 afios con 2 casos.

Entre las caracteristicas sociodemogréaficas se observa que cuatro de los resultados
positivos fueron pacientes masculinos (80%), siendo dos de estos casos procedentes del
departamento de Sacatepéquez. EI 71.43% de los pacientes presentaron de 1 a 3 infecciones
en los ultimos 6 meses, los motivos de consulta mas frecuentes fueron las infecciones de tipo
pulmonar, micéticas y de oido con un 35.71%, seguido de los abscesos (28.57%). En cuanto
a los sintomas la mayoria presentaba fiebre (42.86%) seguido por el dolor de cabeza
(28.57%).



1. AMBITO DE INVESTIGACION

La morbilidad en Guatemala es un aspecto a considerar, debido a que la mayoria de
los casos reportados se deben a infecciones respiratorias agudas, seguida de la parasitosis
intestinal. La alta frecuencia de estas enfermedades ocurre en nifios menores de 5 afios que
tienen una alta exposicion a distintos ambientes durante la infancia. El sistema inmunologico
es fundamental para la proteccion contra enfermedades, debido a que su principal funcién es
reconocer y reaccionar contra agentes extrafios. Las infecciones respiratorias agudas
recurrentes pueden ser causadas por las inmunodeficiencias, primarias 0 genéticas y
secundarias o adquiridas, por lo que un diagnostico precoz tiene gran importancia, ya que se
basa en la prevencion de dafios cronicos y que alguna entidad, como la enfermedad
granulomatosa cronica que se caracteriza por infecciones bacterianas y micéticas a

repeticion, debido a defectos en el proceso fagocitico, se trate como una emergencia médica.

Por tanto, la evaluacion in vitro de la respuesta fagocitica puede contribuir a un
diagndstico mas certero para los pacientes que presentan infecciones recurrentes, severas o
que se sospeche de inmunodeficiencias fagociticas; esto a su vez puede conducir a medidas
profilacticas y terapéuticas oportunas y eficientes, mejorando la calidad de vida para el

paciente; ademas, de reducir costos de hospitalizacion a largo plazo.

Para la evaluacion de la respuesta fagocitica neutrofilica se utilizé el método de
reduccion de Nitroazul de Tetrazolio (NBT), que ha sido estandarizado e implementado en
la Unidad de Investigacion en Inmunologia y Hematologia que funciona en el Departamento
de Citohistologia (UDIHEMA). El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la
respuesta fagocitica en pacientes pediatricos con sospecha de deficiencia en la fagocitosis

neutrofilica.



I11.  ANTECEDENTES

A. SISTEMA INMUNOLOGICO

1. DEFINICION

El sistema inmune es un sistema de defensa versétil, que ha evolucionado para
proteger de microorganismos patdgenos invasores y células cancerigenas. Es capaz de
generar una gran variedad de células y moléculas capaces de reconocer y eliminar

especificamente a diferentes agresores (Kindt, Goldsby & Osborne, 2007).

El proceso de una infeccion ocasiona una cascada de interacciones entre el organismo
infeccioso y el hospedero: entrada, invasion y colonizacién de los tejidos, escape de los
mecanismos de defensa del huésped, dafio a los tejidos infectados y finalmente, perdida de

las funciones normales del hospedero infectado (Osorio y Yoc, 2018).

Una vez que se reconoce un organismo extrafio, el sistema inmunitario recluta una
variedad de células y moléculas para montar una respuesta apropiada, llamada respuesta
efectora, para eliminar o neutralizar el organismo. De esta manera, el sistema puede convertir
el evento de reconocimiento inicial en una variedad de respuestas efectoras, cada una de ellas

Unica y adecuada para eliminar un tipo particular de patdgeno. (Kindt et al., 2007).

B. INMUNIDAD INNATA

Se compone de todos aquellos mecanismos que estan presentes al nacer, siendo la
primera linea contra los microorganismos invasivos. Se caracterizan por estar presente de por
vida, no es especifica, carece de memoria y no cambia de intensidad con la exposicion
(Tértora, 2007; Rojas, 2006).

Se puede considerar que la inmunidad innata comprende cuatro tipos de barreras

defensivas: la anatomica, fisiologica, fagocitica e inflamatoria. La barrera anatomica esta



formada por la piel y las mucosas, cuya funcion es retardar la entrada de los
microorganismos; la barrera fisiolégica esta mediada por la temperatura, el bajo pH y los
mediadores quimicos que van a provocar la inhibicion del crecimiento de ciertos patdgenos.
La barrera fagocitica/endocitica estd formada por varias celulas que se internalizan y
descomponen en macromoléculas extrafias. Las células especializadas como los monocitos,
neutrofilos, macrdfagos tisulares internalizan, digieren y eliminan a microorganismos
completos. Por ultimo, la barrera inflamatoria es causada por el dafio tisular y la infeccién
que inducen una fuga de liquido vascular, que contiene proteinas séricas con actividad
antibacteriana y la entrada de células fagociticas (Gallastegui, Bernardez, Davila y Leboreiro,
s.f.).

C. INMUNIDAD ADQUIRIDA

La inmunidad adquirida es capaz de reconocer Yy eliminar selectivamente
microorganismos y moléculas extrafias. Las respuestas inmunitarias adaptativas no son las
mismas en todos los miembros de una especie, sino que son reacciones a desafios antigénicos
especificos. La inmunidad adquirida se diferencia de la inmunidad innata por las siguientes
caracteristicas: requiere contacto previo con el agente (sensibilizacion), es pequefio el
namero de célula con especificidad para algin patégeno individual, el mecanismo de defensa
se incrementa tras exposiciones repetidas a la misma molécula o agente, cada molécula o
agente extrafo es reconocido por diferentes células, la respuesta es lenta pero muy eficaz y
selectiva (Kindt et al., 2007).

La inmunidad especifica tiene dos componentes fundamentales: la humoral que
describe la inmunidad creada por lo anticuerpos a través de los linfocitos B diferenciados:
IgA (secretora y serica), IgD, IgE, IgG e IgM vy la celular que es adoptada por los linfocitos
T, quienes a través de unidn con sus receptores determinan la proliferacion de ciertos tipos
de células y produccion de citocinas entre ellos los linfocitos T citotdxicos y los linfocitos T

de ayuda (Helper) (Diaz, s.f.).



La inmunidad humoral esta representada por la sintesis de inmunoglobulinas por los
linfocitos B, los cuales para producir las mismas se transforman y diferencian en células
plasmaticas. Estas células se activan por la interaccion con los linfocitos T y el antigeno. La
primera respuesta ante un antigeno es la produccion de IgM (respuesta primaria) y
posteriormente la de 1gG (respuesta secundaria). Una diferencia fundamental entre el
reconocimiento de antigeno por las inmunoglobulinas y por los receptores de células T
(TCR), es que las inmunoglobulinas pueden reconocer estructuras tridimensionales
complejas, mientras que los TCR reconocen solo epitopos de péptidos lineares cortos
(Collado, Porras y Gomez, 2008).

La inmunidad celular es adoptada por los linfocitos T, que se diferencian en el timo.
Los linfocitos no diferenciados entran a la corteza del timo donde ellas proliferan y expresan
moléculas transmembrana llamadas closter de diferenciacion (CD), entre ellas CD3, TCR,
CD4 y CD8. La mayor parte de estas células mueren en el timo, pero una pequefia parte
pierde alguno de los marcadores CD4 o CD8. Las células CD4-, CD8+ o CD4+, CD8- son
seleccionadas por una interaccién con el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
clase I con las células CD4-, CD8+ o MCH clase 1l con las células CD4+, CD8- del estroma
timico, para dejar este 6rgano y entrar a la circulacion sistémica. Las células maduras que
son CD4+ son células de cooperacion; aquellas que son CD8+ son citotoxicas/supresoras
(Abbas, Lichtman y Pillai, 2015).

Los linfocitos T son células especializadas que después de ser estimuladas por las
CPA 'y ser activadas, responden a los nuevos antigenos mediante la produccion o expresion
de citoquinas en sus membranas celulares que amplifican o regulan algunos procesos de la
respuesta inmune. Ademas de las funciones efectoras, estas citoquinas toman parte en efectos
claves para la proliferacion de las células NK, monocitos, linfocitos B y la proliferacion de
los linfocitos T (Rabinovich, 2004).



D. FAGOCITOSIS

La fagocitosis es un proceso de eventos en secuencia que consisten en englobar
particulas o microorganismos, por medio de células especializadas, llamadas fagocitos, para
ubicarlas dentro de su citoplasma en vacuolas llamadas fagosomas con el fin de eliminarlos;
este proceso junto con la pinocitosis constituye un tipo de endocitosis (Owen, Punt, &
Stanford, 2013; Navarrete, Pinilla, Mufioz y Ruiz, 2012; Rugeles, Patifio y Montoya, 2009).

Ademas, es un componente celular de la inmunidad innata por lo cual tiene funcién de
proteccidén no especifica contra agentes infecciosos, moléculas extrafias, entre otros; fue
descrito en 1882 por Ellie Metchinokff (Navarrete et al., 2012).

Las células que pueden llevar a cabo la fagocitosis o fagocitos generalmente son tipos de
leucocitos o derivan de ellos y se puede mencionar a los macréfagos, células dendriticas,
polimorfonucleares (neutréfilos, eosinofilos, basofilos) y mastocitos. A pesar de que pueden
haber diferencias entre las células fagociticas, el proceso de la fagocitosis incluye una serie
de etapas que son comunes para muchas de ellas, éstas son la quimiotaxis, la adhesién, la
endocitosis (optimiza la opsonizacion de las particulas), y cambios tanto fisicos como
bioquimicos intracelulares, los cuales confieren a las células la capacidad de endocitar, matar
y digerir a los microorganismos; entre los que se encuentran la formacion del fagolisosoma

y formacion de metabolitos reactivos de oxigeno (Navarrete et al., 2012; Owen et al., 2013).

1. Etapas de la fagocitosis

La fagocitosis consta de ocho etapas (anexo 1), cada una con una funcion definida para llevar

a cabo dicho proceso, estas son:

a. Activacién

La activacién de las células inmunes se lleva a cabo por los mediadores de la

inflamacion; la activacion de dichas células estimula la produccion de receptores



glicoproteicos sobre la membrana citoplasmatica de los fagocitos, aumentando su capacidad
para adherirse a superficies y reconocer objetos extrafios como las bacterias y otros
microorganismos. En esta etapa también sucede el llamado “estallido respiratorio”, en el que
se producen oxidantes letales, debido a la modificacion de su metabolismo de glucolisis
anaerobica a respiracion aerobica. Los productos bacterianos, fragmentos del complemento,
leucotrienos y prostaglandinas, son algunos de los mediadores de la inflamacién que tienen

la capacidad de producir la activacion (Rojas y Arce, 2003).

b. Quimiotaxis

Este proceso es el desplazamiento de los fagocitos, los cuales siguen un gradiente quimico
hacia donde se encuentra una mayor concentracion de mediadores de la inflamacion, la
quimiotaxis se realiza de una forma rapida y eficaz, provocando la acumulaciéon de gran

cantidad de fagocitos en el lugar de la infeccion (Ingraham e Ingraham, 2008).

c. Reconocimiento y adherencia

Esto consiste, tal como dice su nombre en el reconocimiento y adherencia de los
fagocitos activados y acumulados en el lugar de la infeccion, a una amplia variedad de células
bacterianas a travées de los receptores glicoproteicos, los cuales se encuentran en la membrana

celular de las células fagociticas (Ingraham e Ingraham, 2008).

Dicha unién puede verse afectada si la bacteria posee una céapsula, como es el caso
por ejemplo de Streptococcus pnemoniae, quien posee una capsula polisacaridica protectora;
o0 en el caso de que las bacterias posean proteinas especiales como ocurre con la proteina M
de S. pyogenes; estos mecanismos generan una mayor capacidad del microorganismo para

provocar infeccion (Robonovich, 2004).

Para los casos en los cuales las bacterias poseen capsulas o proteinas, el
reconocimiento y adherencia es mas eficiente si se encuentran presentes las llamadas

opsoninas, que son moléculas de unidn; esto da lugar al denominado proceso de



opsonizacion, en la cual una parte de la molécula de opsonina se une a la pared de la bacteria
y la otra al receptor presente en el fagocito, facilitando el proceso de fagocitosis; las
opsoninas de mayor importancia son el complemento y los anticuerpos (Rojas y Arce,
2003).

d. Ingestion

Luego de la adhesion, el fagocito extiende pseuddpodos los cuales ayudan englobar
las bacterias. Al encontrarse los extremos de los pseudopodos, se fusionan para formar un
fagosoma el cual contiene a la bacteria; esta estructura ingresa a la célula al separarse de la
membrana celular (Rojas, 2006).

e. Formacién de fagosoma

El fagosoma es formado luego de la union de las proyecciones citoplasmaticas o
seudopodos alrededor de la molécula extrafia (Stevens y Lowe, 2001).

f. Formacion de fagolisosoma

El fagosoma se une a los lisosomas celulares, formando el fagolisosoma. El
movimiento de los granulos lisosomales es controlado por los microtubulos de la célula,
provocando su unién con la membrana del fagosoma, para posteriormente liberar las enzimas
(Spicer, 2009).

g. Muerte

Las sustancias bactericidas presentes en el lisosoma, como la lisozima, &cido lacticas, entre
otras enzimas y agentes oxidantes, provocan la muerte de la bacteria, al actuar en conjunto
esto ocurre en un lapso de 30 minutos 0 menos. A pesar de ser la fagocitosis un proceso muy

eficaz, algunos microorganismos han desarrollado mecanismos que les permiten sobrevivir



e incluso multiplicarse en el interior de los fagocitos, como por ejemplo Mycobacterium
tuberculosis (Abbas et al., 2015).

h. Eliminacion

Luego de matar y digerir a la bacteria el fagolisosoma se fusiona nuevamente con la
membrana plasmaética de la célula fagocitica, para expulsar aquellos residuos que no pudieron

ser digeridos (Ingraham e Ingraham, 2008).

2. Células fagociticas

a. Macrofagos

Son células fagociticas que captan microorganismos y otras particulas del medio
extracelular, componen el 2-8% de los leucocitos, son agranulares y miden un didmetro entre
25 a 50um; poseen un nucleo grande, Unico y central. Se forman en la médula 6sea, pasan a

la sangre donde son llamados monocitos y permanecen maximo 72 horas (Pérez, s.f.).

Algunas de las funciones principales de los macr6fagos son captar y degradar a los
microorganismos patdgenos que ingresan al organismo, secretan moléculas que amplifican
la respuesta inmunitaria especifica, controlan la inflamacién y ayudan en la restauracion de

tejido dafado al eliminar el tejido muerto (Rojas y Arce, 2003).

Los macréfagos inmaduros son Ilamados monocitos y estan presentes en el torrente
sanguineo, maduran al diseminarse a los diferentes tejidos y érganos, donde ademas reciben
un nombre especifico: en el higado células de Kupfer, bazo y ganglios linfaticos histiocitos
sinusales, sistema nervioso células macrogliales y macrofagos celulas alveolares. Todas estas
células constituyen el sistema fagocitico mononuclear antiguamente llamado sistema
reticuloendotelial (Kumar, Abbs, Fausto y Mitchell, 2008).



b. Neutréfilos

Los neutréfilos junto a los basofilos y eosinéfilos constituyen la serie granulocitica y
son leucocitos polimorfonucleares (PMN), grupo celular con ndcleos multilobulados y
abundantes granulos citoplasmaticos de tincion caracteristica; representan 50-70% de
leucocitos en sangre. Se consideran como la primera linea de defensa ante infecciones
bacterianas y flngicas (Diz, Ocampo y Fernandez, 2002; Barbieri, Flores, y Vignoletti,
2005).

Estos tienen su origen en la médula désea a partir de células madre mieloides, la
produccidn de los granulocitos pasa por dos fases bien diferenciadas: una mitética y otra no
mitotica, cada una dura una semana aproximadamente. El desarrollo morfol6gico se
acompafa de cambios en las propiedades fisicas de la célula, aparicion de antigenos de
superficie y maduracion especifica; por dia se estima una produccion de 10! células
constituyendo un rango de referencia en plasma de 5000 a 11000 células por mL (Eberl y
Davey, s.f.; Alkouwatli et al, 2005).

La funcion principal de los neutréfilos es la destruccion de moléculas o materiales
ajenos al organismo, principalmente microorganismos como bacterias y hongos, ademas
secretan moléculas a la matriz extracelular que actlan como agentes quimiotacticos que
atraen a otras células, neutrofilos, macréfagos u otros agentes inflamatorios (Barbieri et al.,
2005).

i. Tipos de granulos

Existen dos tipos de granulos en los neutréfilos: los peroxidasa positivos o primarios
que contienen lisosomas que poseen en su interior hidrolasas, proteasas, mieloperoxidasa,
proteinas catidnicas, defensinas, lisozima y mucopolisacarido. Los granulos peroxidasa
negativos o secundarios contienen lactoferrina, lisozima y proteina transportadora de

vitamina B12. En la superficie de esta célula se han identificado receptores especificos para
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moléculas humorales como IgA, 1gG, C3b y varios factores quimiotacticos (Alkouwatli,

Leiva, Ruiz y Jiménez, 2005).

c. Eosinéfilos

Los eosindfilos son, al igual que los neutrofilos, células granulociticas y PMN, poseen
un nucleo bilobulado, citoplasma con mdaltiples granulos que poseen una zona central densa
constituida por una proteina basica que se tifie con eosina y muchas enzimas liticas, que
incorporan la fosfatasa &cida, la peroxidasa y las proteasas. Estas células tienen un tamafio

promedio de 12-17um de didmetro (Ingraham e Ingraham, 2008).

Una persona tiene aproximadamente 200 eosindfilos por cada microlitro de sangre,
5% del total de leucocitos; estos se originan en la medula 6sea y su diferenciacion esta
dirigida por el factor de células troncales, IL-3, IL-4 y factor de estimulacion de colonias
granulocito-macrofago; la diferenciacion terminal y liberacion al torrente sanguineo es
llevada a cabo por CCL11 e IL-5 (Brito et al., 2003)

Los eosindfilos acttan en defensa frente a parasitos helminticos, respuestas alérgicas
al ser células efectoras de hipersensibilidad inmediata e inflamacién de tejidos; dichas
funciones se llevan a cabo por medio de la liberacion de los granulos especificos (Bellanti,
2008)

d. Células dendriticas

Estas son células conocidas por su capacidad de presentar antigeno, poseen una
morfologia caracteristica formando en su membrana velos, pseuddpodos o dendritas; cuentan
con organelas relacionadas a procesamiento antigénico como lisosomas, endosomas y los

granulos de Bierbeck (Vazquez, Sureda y Rebollo, 2012).

Las células precursoras de las células dendriticas migran desde la médula 6sea hasta

el torrente sanguineo, a partir de ahi se dirige a cualquier tejido no linfoide, donde residen
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como celulas inmaduras, y encuentran su ambiente mediante procesos de endocitosis,
macropinocitosis y fagocitosis. Las células dendriticas plasmocitoides y mieloides expresan
un conjunto de moléculas necesarias para la estimulacion de los linfocitos T virgenes

(Gonzélez, Castro, Vera, Tamez, Rodriguez y Rivera, 2008).

Son las células presentadoras de antigeno (CPA) mas potentes, se caracterizan por
captar el antigeno, procesarlo y presentarlo a las células T, se diferencian en la expresion de
marcadores superficiales, localizacion, funciones inmunoldgicas especializadas, rutas de
sefializacion y estimulo para su generacion. En el desarrollo de la respuesta inmunitaria
adaptativa el fenotipo y la funcion de estas células tienen un papel clave en la iniciacion de
tolerancia, memoria y diferenciacion de fenotipos Thl, Th2 y Th17 (Roghanian, s.f.).

e. Mastocitos

Los mastocitos son células residentes de los tejidos, que poseen un papel importante
en las reacciones inflamatorias. Los mastocitos se encuentran en los lugares que sirven como
barreras entre los tejidos y el exterior, como la mucosa intestinal, pulmonar, la piel e incluso
rodeando los vasos sanguineos. Los mastocitos son originados en la medula 6sea para luego
ser liberados al torrente sanguineo como progenitores y no completan su maduracion hasta

ser reclutados en los tejidos donde se podran diferenciar (Weller, s.f.).

Los mastocitos secretan citocinas: IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, el factor
de necrosis tumoral alfa (FNT a), heparina e histamina. Los mastocitos localizados en piel,
sistema digestivo y terminales nerviosas son considerados como la primera linea de defensa
contra bacterias y parasitos, por medio de la fagocitosis y la quimiotaxis (Navia y Vasquez,
2011).
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E. PRUEBAS PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD FAGOCITICA

1. Reduccién de nitroazul de tetrazolio (NBT)

El nitroazul de tetrazolio es una sustancia incolora que posee un color azul-negro
cuando es reducido, debido a la gran avidez de los iones de hidrégeno que se encuentran en
el interior de los leucocitos durante el proceso de fagocitosis (Restrepo, Agudelo, Molina 'y
Avristizabal, 2007).

En 1967 se demostré que una pequefia proporcion de PMN reducen in vitro
espontaneamente el NBT, formando en su interior un precipitado insoluble de formazan, esto
debido al estimulo de la fagocitosis. La reduccion del colorante dentro del neutréfilo depende
la cantidad de la presencia y actividad de la enzima NADPH oxidasa, por la via hexosa
monofosfato que se estimula durante la fagocitosis. La reduccion del NBT se encuentra
elevada en los neutrofilos de la sangre periférica en presencia de infecciones bacterianas,
demostrando que es una prueba de diagndstico rapido para infecciones y evaluacion de la
fagocitosis (Restrepo et al., 2007).

2. Emision de quimioluminiscencia

La quimioluminiscencia se define como la produccion quimica de luz. Ciertas
sustancias tienen la propiedad de emitir luz cuando absorben energia de la reaccion oxidativa
de su propia molécula, son colocadas en estado de excitacion electronica. La emision de luz
se producira al volver a su estado basal, con lo que la energia quimica absorbida se cedera en
forma de fotones facilmente cuantificables. La produccion de luz de los compuestos
quimioluminiscentes son destruidos en el proceso, mientras que los fluorescentes no

(Bagazgoitia, Garcia y Diéguez, 1997).

La molécula quimioluminiscente mas estudiada y utilizada como marcador de
diversos inmunoanalisis ha sido el luminol y sus derivados: isoluminol y aminobutil etil

isoluminol (ABEI). La exposicion de PMN hacia el antigeno genera una estimulacion del
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metabolismo oxidativo, que resulta en produccion de radicales libres, esto es detectado por
medio de un contador de centelleo o en un luminoémetro, la luz quimioluminiscente emitida
durante la reaccién de los radicales con otras moléculas. La sefial quimioluminiscente se
amplifica con la adicion de luminol al medio de la reaccion, oxidandose, emitiendo fotones

lo que provoca que el rendimiento cuantico de la reaccion aumente (Garcia, 2000).

3. Tinciones histoquimicas o inmunoquimicas

a. Peroxidasa leucocitaria

Para evidenciar la existencia de esta enzima, se basa en la accion oxidante de la misma
sobre el sustrato bencidina en presencia de peréxido de hidrégeno. El resultado positivo de
la reaccion se manifiesta por la aparicion de un precipitado amarillento-ocre en el citoplasma.
La reaccion de la peroxidasa es positiva en las células de serie granulociticas en todos los
estadios de maduracion. Es utilizada para diagndstico de leucemia aguda y se considera
positiva si la muestra posee 3% 0 mas peroxidasa en las células blasticas (Universidad

Auténoma de Yucatan, s.f.).

b. Tinciébn Romanowsky

La lactoferrina es considerada un componente especifico de los granulos que se
sintetizan en los neutréfilos, por lo que se emplea la tincién de Romanowsky que se basa en
una mezcla de azul de metileno y eosina. La tincion permite diferenciar forma, tamafio y
contorno de las células sanguineas. Se caracteriza por tefiir los ntcleos y los granulos de los
neutréfilos de color purpura, asi como rosa los eritrocitos. Los acidos nucleicos, proteinas y

el citoplasma se tifien de azul, evidenciando a posibles paréasitos (Carr y Rodak, 2010).
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F. DEFECTOS EN LA FAGOCITOSIS

Las deficiencias del sistema inmune pueden estar causadas debido a una disfuncién
completa o parcial de algunos 6rganos linfoides; las cuales se caracterizan porque el paciente
presenta deprimidos o ausentes sus mecanismos defensivos especificos. Estas pueden ser
clasificadas en congénitas o adquiridas, o bien primarias y secundarias respectivamente;

ademas de acuerdo con la evolucion pueden ser permanentes o transitorias.

Los defectos en la funcion fagocitica constituyen un subgrupo de las llamadas
inmunodeficiencias primarias 0 congeénitas, que constituyen un grupo heterogéneo de
desordenes hereditarios que pueden afectar tanto la inmunidad celular como la humoral; en

pacientes con funciones normales de las células linfoides (Garcia, 1997).

Los fagocitos, mononucleares y PMN, pueden tener alteradas sus funciones en
diversas etapas del proceso fagocitico; por ejemplo:
- Defectos en la movilidad
- Defectos en los receptores especificos de factores quimiotacticos
- Defectos en la fusiéon y formacion de fagosomas
- Defectos en la fusion de granulos con fagosoma: Degranulacion
- Enzimas defectuosas en los granulos
- Defectos en la formacion de agentes oxidantes
(Parslow, Stites, Terr e Imboden, 2002; Garcia, 1997).

1. Enfermedad granulomatosa crénica
a. Inmunopatologia

Es un trastorno genético que se caracteriza por la presencia de mutaciones en los
genes que codifican las subunidades que conforman la nicotinamida adenina dinucle6tido
fostato (NADPH) oxidasa. Se caracteriza por una elevada susceptibilidad a infecciones

bacterianas y micoticas graves, recurrentes en pacientes de corta edad, ademas de la
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formacion de granulomas en distintas partes del cuerpo (Robinson, 2009; Cos, Marsan,
Sanchez y Macias, 2004).

Esta enfermedad fue descubierta en 1954 por Janeway, a la cual denomino:
“enfermedad granulomatosa fatal de la infancia”, pero desde esa fecha la comprension de la
enfermedad y diagndstico oportuno han permitido una supervivencia para los pacientes que
la padecen (Alvarez, Yamazaki y Espinosa, 2009).

Existe un defecto en el sistema NADPH, el cual juega un papel importante para las
células fagociticas (neutrofilos y monocitos), en el estallido respiratorio que junto a otros
radicales y especies reactivas funcionan como agentes microbicidas. Por tanto, a pesar de
poder endocitar los microorganismos, son incapaces de destruirlos (Cos et al., 2004)

b. Manifestaciones clinicas

Estas pueden aparecer desde la etapa lactante o la edad adulta; aunque el 95% de los
casos se diagnostican antes de los cinco afios. Las principales manifestaciones son debidas a
procesos infecciosos repetidos y graves. Entre los microorganismos implicados en la mayoria
de las infecciones se encuentran: Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia, Serratia

marcescens, Nocardia y Aspergillus (Alvarez et al., 2009).

Los sitios mas frecuentes para estas infecciones son la piel, pulmones, ganglios
linfaticos e higado, generalmente asociados a neumonias. En los nifios que presentan la
enfermedad ligada al cromosoma X su inicio tiende a ser mas temprano, presentando
manifestaciones mas graves como afeccion al érgano por granulomas, lo cual implica una

morbilidad y mortalidad mas elevada (Mufioz, Botello, Casas, Diaz y Ortega, 2015).

Los pacientes con esta enfermedad, presentan como principal causa de muerte las
infecciones micoticas, asi como una afeccion 0sea debida a la proximidad que tienen los
pulmones con las costillas; presentando entre los primeros agentes causales a Aspergillus

fumigatus y Aspergillus nidulans, este ultimo asociado Unicamente a la enfermedad
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granulomatosa cronica; la mortalidad ha sido demostrada debido a un proceso inflamatorio
excesivo, estas observaciones contribuyen al conocimiento acerca del doble papel que
desempefia la NADPH oxidasa como un mediador en la respuesta innata y un regulador del

proceso inflamatorio (Alvarez et al., 2009).

Ademés de las manifestaciones pulmonares, también puede haber afeccion del
aparato gastrointestinal y genitourinario, aunque pueden pasarse por alto a lo largo de la
evolucion de la enfermedad. Las manifestaciones gastrointestinales se presentan por procesos
de malabsorcion o incluso granulomas a lo largo del tubo gastrointestinal, vomitos matutinos
0 dolor abdominal leve intermitente, dichas manifestaciones se han reportado hasta en un
32% de los pacientes (Mufioz et al., 2015).

c. Patrones de herencia

El 75% de los casos es heredado de manera recesiva ligado al cromosoma X, debido
a defectos de este cromosoma, aunque también pueden ser debido a otros rasgos autosémicos

recesivos distintos a los cromosomas X (IPOPI, 2007).

d. Diagnostico

Es realizado por medio de la prueba cualitativa de la reduccién del colorante NBT o
la quimioluminiscencia cuantitativa, esta Gltima permite detectar la condicion de portador.
Para diferenciar si la EGC esta ligada al cromosoma X o al defecto autosémico recesivo, se
utiliza el ensayo de dihidrorodamina 123 (DHR) (Cos et al., 2004).

e. Tratamiento

Puede iniciarse con administracién de antibidticos dirigidos a los organismos mas
frecuentes, cuando ain no se obtienen resultados; en el pasado se realizaba transfusion de
granulocitos cuando la terapia con antibidticos no era efectiva; dicho procedimiento dejo de

ser necesario al crearse antibi6ticos y antimicéticos mas potentes (IPOPI, 2007).
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Existen pacientes mas susceptibles que otros a las infecciones, como es el caso de
los nifios quienes pueden sufrir infecciones con mayor frecuencia, por lo que es
recomendable la profilaxis, por medio de administracion continua de antibidticos orales. El
antibiotico de mayor eficacia para la prevencion de infecciones bacterianas en pacientes con
EGC vy otras enfermedades, es una combinacion de trimetoprima/sulfametoxazol, también
Ilamada cotrimoxazol; dicho medicamento puede reducir hasta un 70% la frecuencia de las
enfermedades bacterianas; ademas este es seguro y eficaz porque proporciona proteccion a
los patdgenos mas frecuentes, sin tener muchos efectos sobre la microbiota intestinal, por
otra parte los microorganismos que afectan al paciente no suelen ser resistentes (Espinoza,

Butte, Palma, Normabuena y Quezada, 2015).

Otro tipo de tratamiento que puede ser administrado es el interferon gamma (INF ),
pues se ha comprobado que reduce las enfermedades hasta un 70% o al ocurrir suelen ser
menos graves; a pesar de que los pacientes con EGC no carecen de INF vy, este puede
aumentar la inmunidad de varias formas compensando de esta manera el déficit en la
produccidn de peroxido de hidrégeno, que provoca la incapacidad de completar la fagocitosis
(Alvarez et al., 2009; IPOPI, 2007).

En cuanto a las infecciones fungicas, se ha demostrado que dosis orales del
antimicético itraconazol, reduce su frecuencia. Asi que la profilaxis maxima para los
pacientes es el tratamiento con dosis diarias de cotrimoxazol e itraconazol, ademas de
inyecciones con interferon gamma tres veces al dia, lo cual puede reducir las infecciones

graves hasta una cada cuatro afios (Espinoza et al., 2015).

La cura de la mayoria de los defectos relacionados a la fagocitosis se logra a través
del trasplante de médula 0sea, pero dicho tratamiento no es muy utilizado debido a que
muchos pacientes no cuentan con antigeno leucocitario humano (HLA) compatible, ademas
obtienen buenos tratamientos con el método convencional y no quieren atravesar los riesgos

que conlleva el trasplante (Mufioz et al., 2015).
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f. Prondstico

La calidad de vida en estos pacientes ha mejorado considerablemente, debido al
conocimiento de las anormalidades fagociticas, ademas de la administracion de las terapias
antibidticas de manera adecuada y temprana. La esperanza de vida de muchos nifios para
llegar a la vida adulta ha aumentado en comparacion de hace 20 afios; para los pacientes de
mayor susceptibilidad pueden ser necesarias hospitalizaciones recurrentes para detectar
infecciones y realizar monitoreos méas rigurosos. El nimero de infecciones suele disminuir
al llegar a la adolescencia (IPOPI, 2007).

2. Déficit de las moléculas de adhesion

a. Inmunopatologia

También Ilamado déficit de adhesidn leucocitaria (LAD), se caracteriza por presentar
una deficiencia en la movilidad, adhesion, invasion y endocitosis de los leucocitos en los

sitios de infeccion (Cos et al., 2004).

Tipo 1: Esta causado por una alteracion en la sintesis de la cadena B, comin (CD18)
de las Ilamadas beta 2 integrinas las cuales estan presentes en todos los leucocitos. En esta
enfermedad los leucocitos pueden expresar solamente un 10% de moléculas en los casos
moderados; dicho defecto afecta la movilidad, adherencia y endocitosis de los fagocitos, por
lo cual los pacientes presentan infecciones bacterianas severas y leucocitosis importantes
(Caragol, Urbano, Gil y Hernandez, 1999).

Tipo 1l: En este tipo el defecto en la adhesién esta ligado a las selectinas, debido a la

existencia de un defecto en la produccion de fucosa a partir de manosa (Caragol et al., 1999).

19



b. Manifestaciones clinicas

Puede afectar a ambos sexos, retardo en la separacion del cordon umbilical,
principalmente los pacientes presentan infecciones recurrentes por Staphylococcus,
Pseudomonas, Klebsiella, Proteus, entre otros patdgenos. Ademas, sufren de otitis media,

gingivitis, traqueobronquitis, septicemias, vaginitis y neumonias (Rojas y Arce, 2003).

c. Diagnostico

Se trata en detectar la presencia o no del antigeno CD18 en la membrana de los leucocitos y
esto se realiza por citometria de flujo, también puede realizarse el estudio genético, ya que

se conoce la localizacién del gen (Caragol et al., 1999).

d. Tratamiento

Deben tratarse de manera intensiva las infecciones cutaneas con una serie de
antibidticos debido a su mala cicatrizacién; algunos casos utilizan antibi6ticos de manera
profilactica; disminuyendo asi el riesgo de infecciones o bien otros llevan a cabo
transfusiones de granulocitos; el trasplante de médula dsea también se ha llevado a cabo en

los pacientes con LAD 1, que constituye el Gnico tratamiento curativo (Caragol et al., 1999).
e. Prondstico

Los pacientes pueden llevar a cabo una vida con normalidad debido a la efectividad
que poseen los antibioticos sobre las infecciones; sin embargo, los pacientes que llevan a

cabo profilaxis tienden a disminuir ain més su frecuencia de infecciones (Caragol et al.,
1999).
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3. Sindrome de Chediak-Higashi

a. Inmunopatologia

Es una enfermedad rara, autosémica recesiva, caracterizada por presentar una lisis
defectuosa de las bacterias fagocitadas, dando paso a una serie de infecciones bacterianas
recurrentes, especialmente de tipo bacteriano. Es causado por una mutacion en el gen LYST
(Regulador de trafico lisosomal: CHS1). En esta enfermedad los lisosomas son anormales,
debido a ello no pueden fusionarse con los fagosomas y por tanto las bacterias no son lisadas

(Fernandez, s.f.).

b. Manifestaciones clinicas

Presenta albinismo oculocutdneo y susceptibilidad a las infecciones recidivas tanto
respiratorias como de otros tipos; en algunos pacientes, casi el 50%, puede presentar una fase
acelerada en la cual hay fiebre, ictericia, hepatoesplenomegalia, adenopatias, cambios

neuroldgicos y otros; lo cual puede llegar a ser mortal en 30 meses (Fernandez, s.f.).

c. Diagnostico

Por medio de frotis sanguineos puede observarse granulos gigantes, positivos para la tincion
con peroxidasa. La exploracion de la quimiotaxis en camara de Boyden y la ventana cutanea,

son algunas de las pruebas inmunoldgicas utilizadas (Cos et al., 2004).

d. Tratamiento

Trasplante temprano de médula Gsea constituye el tratamiento correctivo, aliviando
los defectos inmunoldgicos; pero no corrige ni evita de la anormalidad pigmentaria, ni evita
el desarrollo de defectos neuroldgicos. En fase acelerada se ha utilizado aciclovir, y-globulina
intravenosa en altas dosis, ciclosporina y prednisona para controlarla (Wolff, Goldsmith,
Katz, Gilchrest, Paller, Leffell, 2009).
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e. Prondstico

Con un trasplante temprano el paciente puede aliviar los defectos inmunoldgicos,
pero cuando se encuentra en fase acelerada tiende a ser fatal (Wolff et al., 2009).

4. Déficit de Mieloperoxidasa

a. Inmunopatologia

Es una de las alteraciones mas frecuentes en los neutréfilos, esta enzima cataliza la
formacion de hipoclorito y se encuentra principalmente en los baséfilos. La mieloperoxidasa
estd involucrada en la destruccion de los microorganismos, como bacterias, hongos, virus,
gldbulos rojos y células malignas; a pesar de las actividades en las que estd implicada la
mieloperoxidasa, los pacientes que presentan su deficiencia no presentan un aumento en la

frecuencia de infecciones (Diz et al., 2002).

La mieloperoxidasa se encuentra en los granulos azurdéfilos de los neutrofilos y
lisosomas de los monocitos; proporciona al peréxido producido por los lisosomas una mayor
actividad bactericida, al unirse con atomos halogenados, por lo que su deficiencia afecta la
via NADPH (Staines, Gonzalez, Guidos, Hernandez, Espinosa y Espinosa, 2005).

b. Manifestaciones clinicas

Las infecciones presentadas en esta enfermedad son de una frecuencia y gravedad
menor, que las presentadas en la EGC. Hay un predominio de infecciones causadas por
Candida en pacientes con diabetes mellitus; ademas los pacientes con esta deficiencia pueden
presentar aterosclerosis, cancer de higado, Alzheimer y enfermedades neuroldgicas
degenerativas; en aquellos pacientes cuya enzima tiene deficiencia total han presentado alta

incidencia en tumores malignos (Cos et al., 2004).
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c. Diagnostico

Se puede evaluar las células deficientes en mieloperoxidasa a través de la
quimioluminiscencia, colorantes de peroxidasa en frotis sanguineos (tincion histoquimica) o
citometria de flujo (Cos et al., 2004).

d. Tratamiento

Esta basado en medidas profilacticas, por medio de la administracion de antibioticos,
un mejor tratamiento seria la administracion de las enzimas deficientes, el cual ain continda

en investigacion (Cos et al., 2004).

e. Prondstico

La mayoria de los pacientes puede ser asintomaticos y llegar a tener una vida normal;
Unicamente para aquellas personas que tienen otra enfermedad que condicione el sistema
inmunoldgico, por ejemplo, diabetes, pueden presentar infecciones recurrentes y necesitar

vigilancia continua (Diaz, Ocampo y Fernandez, 2002).

5. Deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

a. Inmunopatologia

Este es un defecto de origen hereditario recesivo, ligado al cromosoma X; la glucosa
6 fosfato deshidrogenasa (G6PD) estd estrechamente relacionada con la produccion de
NADPH; por lo que en nifios puede haber infecciones recurrentes a causa de la falta de
NADPH, al existir una fuerte deficiencia en G6PD, la reduccion de NADPH a su vez
disminuye la produccion de peréxido de hidrégeno (H202), afectando la actividad

microbicida de los neutrofilos.
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b. Manifestaciones clinicas

Esta enfermedad se diferencia de la EGC Unicamente porque los sintomas que
aparecen en las etapas de vida més avanzada de los pacientes. Otras manifestaciones son:
fatiga, dificultad respiratoria, taquicardia, ictericia y agrandamiento del bazo (Cos et al.,
2004).

c. Diagnostico

Se realiza por medio de la medicion de la actividad enzimatica de la G6PD y su variante es

determinada por electroforesis (Cos et al., 2004).

d. Tratamiento

No existe tratamiento curativo, Unicamente profilactico a través de la administraciéon de

antibioticos y tratamiento (Staines et al., 2005).

e. Prondstico

Cuenta con un buen prondstico, a menos gque presente complicaciones como anemia
(Staines et al., 2005).
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IV. JUSTIFICACION

Las enfermedades de mayor prevalencia en Guatemala son las enfermedades
gastrointestinales y las respiratorias, esta Ultima puede complicarse y causar neumonia. Las
enfermedades gastrointestinales son la primera causa de morbilidad y las enfermedades
respiratorias son la segunda causa de mortalidad. Segun el Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social (MSPAS), los casos de infecciones respiratorias agudas afectan mas a los
nifos menores de cinco afos, con similar frecuencia en ambos sexos. Algunas de estas
infecciones respiratorias pueden ser repetitivas, por muchas causas, como pueden ser los
defectos en la actividad fagocitica, que constituyen un grupo de inmunodeficiencias
primarias (MSPAS, 2017; Guntifas, 2003)

Para los casos de infecciones recurrentes y/o severas es recomendado evaluar in vitro
la respuesta fagocitica, lo cual permite establecer un diagnostico mas certero y rapido, esto a
su vez ayudara a dar un tratamiento oportuno y adecuado al paciente. Una de las pruebas
recomendadas para la evaluacion in vitro de la respuesta fagocitica es el método de reduccion
de nitro azul de tetrazolio (NBT), que actualmente no es utilizada en los centros hospitalarios,

debido a su alto coste y falta de estandarizacion.

Recientemente el método de NBT ha sido estandarizado e implementado en la Unidad
de Investigacion en Inmunologia y Hematologia (UDIHEMA), pudiendo por tanto ser
utilizado en aquellos pacientes con infecciones recurrentes y con granulomas, que asistan a
la consulta externa de Alergias e Inmunologia, Unidad de Pediatria del Hospital Roosevelt,

y crear el primer registro de pacientes pediatricos con disfuncién en la actividad fagocitica.
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V. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta fagocitica en pacientes pediatricos con sospecha de deficiencia
en la fagocitosis neutrofilica.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la respuesta fagocitica de pacientes pediatricos con granulomas e infecciones
recurrentes utilizando la reduccion de nitroazul de tetrazolio (NBT).

2. Establecer la prevalencia de la disfuncion fagocitica en los pacientes evaluados con

sospecha de deficiencias en la fagocitosis neutrofilica.

3. Asociar las variables de la ficha epidemioldgica con la prevalencia establecida de la

disfuncién fagocitica.
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VI. HIPOTESIS

En el presente estudio no se plantea hipdtesis por ser de tipo descriptivo.
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VIl.  MATERIALES Y METODOS

A. UNIVERSO Y MUESTRA

1. Universo de trabajo

Poblacién pediatrica que asistio al Hospital Roosevelt.

2. Muestra

Se incluy6 a todos los pacientes pediatricos, que oscilaban entre 0 a 17 afios, que
asistieron a la Consulta Externa de Alergias e Inmunologia, Departamento de Pediatria,
Hospital Roosevelt durante octubre del 2020 a Abril 2021 con sospecha de disfuncion

fagocitica neutrofilica.

a. Criterios de inclusion

— Pacientes comprendidos entre las edades de 0 a 17 afios.

— Aquellos que padecian de infecciones recurrentes.

— Que hayan asistido al Hospital Roosevelt.

— Que hayan asistido a la Consulta externa de alergias e Inmunologia.

— Que hayan firmado el consentimiento informado los padres o tutores.

b. Criterios de exclusion

— Edad mayor a 17 afios.

— Pacientes que no hayan asistido a la Consulta externa de alergias e
Inmunologia.

— Pacientes que no hayan firmado el consentimiento informado los padres o
tutores.

— Aquellos cuyos padres o tutores no firmaran el consentimiento informado.
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. RECURSOS

Recursos Humanos

Seminaristas
— Cindi Dayana Alvarez Garcia
— Sofia Isabel Garcia Carrillo

. Asesores

— M.A. Isabel Cristina Gaitan Fernandez, QB.
— Lic. Pablo Alfonso Tzorin Velasquez, QB.

Recursos Institucionales

— Departamento de Citohistologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,
Universidad de San Carlos de Guatemala
— Consulta Externa de Alergias e Inmunologia, Departamento de Pediatria, Hospital

Roosevelt

Recursos Fisicos

Equipo

— Cabina de Bioseguridad con flujo laminar
— Centrifuga

— Incubadoraa 37°C

— Microscopio
Cristaleria

— Probetade 10 mL

— Tubos de ensayo
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c. Materiales de Laboratorio

Aguja de 22 G %2

Algodon

Bolsas Negras

Bolsas Rojas

Guantes de Latex

Jeringa de 10 mL

Laminas portaobjetos

Marcador indeleble

Pipeta automatica de 5 a 20 uL

Pipeta automatica de 10 a 100 uL
Pipeta automatica de 500 a 1000 uL
Pipetas Pasteur de 3 mL

Tubo conico de centrifugacion de 15 mL
Tubos con anticoagulante de EDTA/K2

d. Reactivos
Alcohol etilico al 70%
Tincién de Wright

Aceite de inmersion

Suspensidén de cepa de Staphylococcus xylosus ATCC 29971

Solucién salina 0.85%

Estandar de McFarland 0.5 de Escherichia coli ATCC 25922

Nitroazul de tetrazolio al 0.15%
Histopaque® 11-19

C. METODOLOGIA

Se inici6 con una reunién con los padres de familia o tutores de los pacientes

pediatricos para explicarles la importancia del estudio y la manera en la que se realizaria el
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mismo. Se les presento el consentimiento informado para que los nifios pudieran participar
en el estudio (anexo 2). Posteriormente se procedio a llenar una ficha con las caracteristicas
demogréficas y clinicas de los pacientes con sospecha de disfuncion fagocitica neutrofilica

(anexo 3).

1. Toma de muestra

Se llevd a cabo la extraccion de 8 mL de sangre en tubos con anticoagulante

EDTA/K2 por medio de venopuncion, utilizando aguja de 22 G Y.

2. Técnica de Ficoll Histopaque 11-19

— Seafiadio 3 mL de Histopaque® 11-19 a un tubo cénico de centrifugacion de 15 mL.

— Se agreg0 cuidadosamente al tubo anterior, 6 mL de sangre completa, formando una
capa sobre el Histopaque® 11-19 previamente afiadido.

— Se centrifug6 a 700 rpm durante 50 minutos a temperatura ambiente.

— Se retiro el tubo de la centrifuga cuidadosamente.

— Se separd la capa de granulocitos y se transfirid a un tubo sin anticoagulante. Los
granulocitos se encuentran justo en la capa antes del paquete globular.

— Serealizo el lavado de células, adicionando 4 mL de solucidn salina.

— Se centrifug6 por 10 min a 200 rpm.

— Seaspiro el sobrenadante y se descarto.

— Se resuspendio las células suavemente con una Pipeta Pasteur de 3 mL.

— Se repitio el procedimiento 2 veces mas, a partir del lavado con solucién salina.

— Se resuspendio las células en 4 mL de solucién salina.

3. Ensayo de reduccidn del nitroazul de tetrazolio (NBT)

— Se preparé una suspension de Escherichia coli ATCC 25922 equivalente al 0.5 en la

escala de McFarland.
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— Se mezcld 10 uL de suspension de Staphylococcus xylosus ATCC 29971 y 100 uL
de neutrofilos aislados con Histopaque® 11-19.

— Se incubo por 20 min a temperatura ambiente.

— Seadicion0 100 uL de nitroazul de tetrazolio al 0.5%.

— Se incubd por 15 min a 37°C.

— Serealizo frotes de la suspensién por triplicado y un control negativo.

— Se tifio con coloracion de Wright.

— Se observé al microscopio en objetivo 100x y se conto el % de neutréfilos con

granulos.

D. DISENO DE ESTUDIO

El presente estudio es descriptivo y prospectivo. Los datos obtenidos se tabularon con

el programa Microsoft Excel 2013 y se analizaron con el programa Epi Info version 7.2.

Mediante el ingreso de los pacientes se estimd la frecuencia con un intervalo de
confianza del 95%. Los resultados obtenidos se reportaron mediante frecuencias y
porcentajes, representados a través de tablas. La asociacion de las variables de la ficha
epidemioldgica se realiz6 por medio de tablas de contingencia.
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VIIl.  RESULTADOS

El presente estudio contd con la participacion de 14 pacientes, nifios comprendidos
entre la edad de 0 a 17 afios, que asistian a la Consulta Externa de Alergias e Inmunologia
del Departamento de Pediatria, Hospital Roosevelt, y presentaban sospecha de disfuncién
fagocitica neutrofilica por la presencia de infecciones micdticas, infecciones respiratorias
recurrentes y abscesos. Entre las caracteristicas sociodemograficas se observa que la
poblacion mayoritariamente afectada en cuanto a disfuncion fagocitica fue el grupo etario de
6 a 10 afios con 3 resultados positivos para NBT (60%); de acuerdo con los resultados
positivos 4 pacientes fueron masculinos (80%), mostrando un predominio para este género,

2 de los casos captados eran procedentes de Sacatepéquez (40%). (Tabla 1)

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas de la poblacién a estudio (N=14)

Caracteristica Negativos Positivos

N % N %
Género
Femenino 3 33.33 1 20
Masculino 6 66.67 4 80
Edad
Menores de 1 afio 3 33.33 1 20
1ab5 afios 3 33.33 1 20
6 a 10 afios 2 22.22 3 60
Mayores de 10 afios 1 11.12
Residencia
El Progreso
Escuintla 1 11.11 1 20
Guatemala 6 66.67
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Petén 1 11.11 1 20

Sacatepéquez 2 40
Santa Rosa 1 20
Suchitepéquez 1 11.11

*N= Numero, %=Porcentaje
Fuente: Ficha epidemioldgica.

En la tabla 2, se observa las manifestaciones clinicas de los pacientes incluidos en el
estudio mostrando un predominio de pacientes con 1 a 3 infecciones en los Gltimos 6 meses,
siendo de 71.43%, en cuanto a la frecuencia con la que asistian al médico, la mayoria de los

pacientes reportaron una frecuencia de asistencia de una vez al mes (28.53%).

Entre los motivos de consulta al médico las infecciones (pulmonares, micéticas y de
oido) eran el motivo de consulta principal (35.71%), seguido por los abscesos (28.57%). Por
ultimo, la fiebre se encontraba en la mayor parte de los sintomas que reportaron los pacientes
incluidos (42.86%) al igual que el dolor de cabeza (28.57%).

Tabla 2. Presentacion clinica de los pacientes con sospecha de disfuncién fagocitica

neutrofilica.

Variable

N %
Nuamero de infecciones en los Ultimos 6 meses
1-3 10 71.43
4 0 mas 4 28.57
Frecuencia de asistencia el médico
Internado 2 14.29
Cada semana 3 21.43
Cada mes 4 28.56
Cada 3 meses 2 14.29
Cada 6 meses 0 mas 3 21.43
Motivo de consulta
Abscesos 4 28.57
Celulitis 3 21.43
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Lesiones 2 14.29

Infecciones 5 35.71
Sintomas

Fiebre 12 42.86
Dolor de cabeza 8 28.57
Mareos 2 7.14
Debilidad 2 7.14
Diarrea 3 10.72
Tos 1 3.57

*N= NUmero, %=Porcentaje
Fuente: Ficha epidemioldgica.

En la tabla 3 se muestra la frecuencia de pacientes con disfuncién fagocitica
neutrofilica siendo en total 5 pacientes (35.71%) con esta enfermedad, ya que presentaron
resultados por debajo del valor de referencia (50%) para la prueba de NBT, lo que evidencia

la presencia de esta enfermedad.

Tabla 3. Frecuencia de pacientes con disfuncion fagocitica neutrofilica (N=14)

Prueba de NBT N % IC 9506+ _L|m|_te L|m|_te
inferior superior
Positivo
5 35.71% 26.05 12.76 64.86
Negativo
9 64.29% 26.05 35.14 87.24

*N= Numero, %=Porcentaje,*IC= Intervalo de Confianza

Fuente: Datos experimentales.

Con respecto a los pacientes que presentaron un resultado positivo para la prueba de
NBT y por tanto sospecha de disfuncion neutrofilica, se hizo un reporte extensivo por cada
caso, recopilando la informacion relevante obtenida en la ficha epidemioldgica y las historias

clinicas (Tabla 4).

Dentro de los sintomas que presentaron los pacientes se encontraban: fiebre, dolor de

cabeza, mareos, debilidad y tos; algunos de ellos presentaban ciertas caracteristicas clinicas
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como: neumonia, abscesos, linfadenopatias y tuberculosis, siendo en algunos casos la causa

de la consulta médica.

Tabla 4. Manifestaciones clinicas reportadas en pacientes con resultados positivos para la

disfuncion fagocitica neutrofilica

Paciente Sintomas

Caracteristicas clinicas

1 Fiebre, dolor de cabeza,

debilidad

2 Tos, fiebre

3 Fiebre, dolor de cabeza
4 Fiebre
5 Fiebre, dolor de cabeza

Absceso cerebral y cardiopatia.

Neumonia.
Infeccién pulmonar.

Linfadenopatia, anemia,
hepatoesplenomegalia, ascitis vy
tuberculosis.

Infeccion en el oido de 3 meses de
repeticion,  hepatoesplenomegalia,
Anemia, Infeccion pulmonar por
Candida sp. y Cryptococcus sp.

Fuente: Ficha epidemioldgica.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

El presente estudio fue realizado con el objetivo de evaluar la respuesta fagocitica a
través de la prueba de reduccion de azul de tetrazolium -NBT- en pacientes pediatricos que
tuvieran sospecha de deficiencia en la fagocitosis neutrofilica, ya que en estos casos pueden
presentarse infecciones recurrentes, especialmente infecciones respiratorias, las cuales
constituyen la segunda causa de mortalidad infantil en Guatemala (MSPAS, 2017; Guntifias,
2003).

La reduccién de NBT a formazan que produce una coloracion azul en los neutréfilos
indica la capacidad de la enzima Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato (NADPH)
oxidasa para destruir las bacterias (Staphylococcus xilosus), lo que indica un proceso de
fagocitosis eficiente; en los pacientes con deficiencia en la actividad fagocitica no se produce
la formacion de este precipitado insoluble, debido a la incapacidad del neutrofilo para destruir
el antigeno, lo cual es un defecto producido por una mutacién genética que impide la accién

de la enzima.

El grupo etario que presentd mayor nimero de casos de disfuncion fagocitica
neutrofilica fue el de 6 a 10 afios con tres casos, seguido de dos casos en el grupo de 0 a 5
afios; sin embargo, debido al numero de positivos (5 casos) no se puede determinar un
promedio que sea estadisticamente significativo y que permita inferir una prevalencia real de
esta inmunodeficiencia primaria. Hay estudios reportados como el de Sanabria, Giménez,
Carpinelli y Martinez en el 2017 donde determinaron una mediana de 4 afios que corresponde
a nifios en el rango de 0 a 16 afios. En Bogota, Colombia, se demostrd que el grupo etario
mas afectado de 75 pacientes menores de 16 afios fue el 1 a 5 afios con 40%, obteniendo el
mismo porcentaje con nuestro estudio del segundo grupo etario mas afectado. Estos estudios
evidencian que las inmunodeficiencias primarias (IDP) pueden presentarse a cualquier edad,
sin embargo, el 40% se manifiesta durante el primer afio y el 95% antes de los 16 afios

(Sanabria, Giménez, Carpinelli y Martinez, 2017; Pedraza, Vargas y Ramirez, 2018).
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La mayoria de IDP presentan patrones de herencia ligados al cromosoma X por lo
que se observa un predominio de enfermedades en el género masculino como lo demuestra
Decampos et al. (2013) en su estudio al presentar pacientes de este género con IDP en el 60%
de la poblacién total evaluada, similares resultados obtuvieron Riafio et al. (2018) con un
porcentaje de 59.5%. En este estudio los resultados para la prevalencia de género, no se
puede inferir por el bajo numero de casos positivos. Respecto a la disfuncion en la fagocitosis,
especialmente en la Enfermedad Granulomatosa Cronica (EGC), que altera la fagocitosis a
través de mutaciones del complejo multiproteico NADPH, otros estudios han demostrado un
predominio en el género masculino (Decampos et al., 2013; Riafio, Correa, Gallon, Orrego y
Franco, 2018; Mufioz et al., 2015).

Para la inclusion de los pacientes en el estudio se tomo en cuenta las manifestaciones
clinicas méas frecuentes de la EGC, por ejemplo la recurrencia de las infecciones y la
frecuencia de asistencia al médico, ya que el padecimiento de infecciones a repeticion
especialmente en los primeros afios de vida es una fuerte sospecha para esta enfermedad
como lo indica Mufioz et al. (2015) al describir el caso de un paciente de 12 afios quien
presentd cinco infecciones antes del afio de edad y otro estudio realizado por Maydana et al.
(2018) que describen a un varén de un afio quien ya ha cursado dos infecciones, en el presente
estudio la recurrencia predominante en las infecciones fue de 1 a 3 infecciones en un periodo
de 6 meses (71.43%) y para la frecuencia de asistencia al médico fue de cada mes (28.56%)
similar a los casos clinicos descritos anteriormente (tabla 2) (Mufioz et al., 2015; Maydana
etal., 2018).

Con respecto a los motivos de consulta de los pacientes, se puede concluir que en este
estudio fueron las infecciones de tipo pulmonar, micoticas y de oido (35.71%), lo que
coincide con el estudio realizado por Maydana et.al. (2018) que indica que los sitios de
infeccion mas frecuentes incluyen los pulmones, ganglios linfaticos, la piel, los huesos v el
higado. Estas infecciones se caracterizan por ser de tipo indolente, poco sintomaticas y de
dificil curacion. El diagndstico microbioldgico es importante para el aislamiento de los
agentes infecciosos, la mayoria de las infecciones son causadas por Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Nocardia sp. y hongos como Candida sp. y
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Aspergillus sp. (Maydana et. al., 2018; Mufioz, et. al., 2015). En nuestro estudio 2 de los 5
pacientes (35.71%) presentaron infecciones causadas por Aspergillus sp. y Candida sp. Sin
embargo, el segundo motivo de consulta mas frecuente fueron los abscesos (28.57%), se
conoce que los cuadros clinicos que llevan a la sospecha de EGC incluyen sepsis y abscesos
como las més frecuentes, observandose también adenopatias e infecciones respiratorias

(Sanabria, Giménez, Carpinelli y Martinez, 2017).

De los 14 pacientes evaluados 5 de ellos presentaron resultado positivo para NBT
(35.71%), prueba utilizada para evaluar la capacidad reductiva de los neutréfilos y
consiguiente diagndstico de EGC, en comparacion con otros estudios realizados se observa
que los trastornos fagociticos representan una baja frecuencia siendo esta de un 8.6%, con
respecto al total de IDP y especificamente la EGC registra una frecuencia de 14.1% en la
poblacién mexicana, la diferencia entre los porcentajes expresados y el de nuestro estudio
fue por haber utilizado Gnicamente poblacion infantil y no total (Alvarez, Yamizaki y
Espinosa, 2009).

La EGC se caracteriza clinicamente por una mayor susceptibilidad a padecer
infecciones recurrentes y graves, por bacterias y hongos. Dentro de las infecciones mas
frecuentes estan las neumonias, linfadenitis y abscesos en diferentes sitios (Espinosa et. al.,
2017). Lo cual se puede evidenciar en las caracteristicas que presentaban los pacientes con
resultados positivos a la EGC, 2 de los 5 pacientes (40%) presentaban afecciones de tipo
pulmonar (tabla 3). En un estudio realizado en México, se determind que los pacientes
sospechosos de EGC presentaban neumonia en un 56% Yy abscesos en un 69%, ademas una
revision de caso realizada por Espinoza et al., en 2015, describe un paciente con EGC quien
presento una serie de neumonias a repeticion y Maydana en 2018, describe a un paciente con
bronquiolitis y neumonia coincidiendo con el cuadro clinico de la EGC; uno de los pacientes
del estudio presentd absceso cerebral y este se ha reportado en otros estudios como el de
Zuluaga et al., en 2011, en un paciente menor de un afio de edad (Alvarez, Yamazak y
Espinosa, 2009; Espinoza et al., 2015; Maydana et al., 2018 Zuluaga et al., 2011).
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Entre las manifestaciones clinicas presentadas por los pacientes con EGC en este
estudio también se encontraba la tuberculosis, Espinoza et al., (2015) quien indica que las
infecciones por micobaterias tienden también a formar parte del cuadro clinico de la EGC
(Espinoza et al., 2015).

Sin embargo, no hubo un predominio en cuanto a la frecuencia de las visitas al médico
para los pacientes con deficiencia fagocitica neutrofilica, ya que el 40 % (2/5) de los pacientes
estaban internados y 40% (2/5) llegaban a consulta cada 3 meses. En cambio, Sanabria,
Giménez, Carpinelli y Martinez en 2017, reportaron que en su estudio hubo un predominio
de 64% (23/36) de pacientes hospitalizados con respecto a los ambulatorios (Sanabria,
Giménez, Carpinelli y Martinez, 2017).

Entre las limitaciones presentadas en este estudio esta la cantidad de pacientes
evaluados, debido a la situacion de la pandemia COVID-19, que provocé una disminucion
en la cantidad de pacientes que asistian a la Consulta Externa del Hospital Roosevelt, y por
esa cantidad tampoco fue posible llevar a cabo las asociaciones de las variables presentes en
la ficha epidemioldgica con los pacientes que presentaron disfuncidén fagocitica, otra
limitante es la cantidad de muestra que se necesitd para realizar la prueba de NBT, esto
debido a que el 57.14% de los pacientes del estudio eran nifios menores de 5 afios. Por Gltimo,
la prueba de NBT presenta una sensibilidad que puede ser variable ya que es operador
dependiente, lo que significa que esta sujeto a la experiencia y practica del analista, lo cual
le permite diferenciar la formacién del compuesto coloreado respecto a otros artefactos en el

neutrofilo producto de la tincion de Wright.
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X.  CONCLUSIONES
1. Larespuesta fagocitica de los pacientes pediatricos con granulomas e infecciones
recurrentes se determinaron utilizando la prueba reduccion de nitro azul de

tetrazolio que evidencia la disfuncién fagocitica del neutrdfilo.

2. Se determind una mayor prevalencia de pacientes con disfuncion fagocitica y se

encuentra en el rango de edad de 6 a 10 afios.

3. No se pudo establecer una asociacion entre las variables descritas en la ficha
epidemiolégica debido al bajo nimero de casos encontrados en el estudio.
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XlI.  RECOMENDACIONES

Implementar programas para busqueda y registro de pacientes que padecen
Inmunodeficiencias Primarias a nivel nacional, con el objetivo de mejorar la

calidad de vida de los pacientes que padezcan estas enfermedades.

Buscar alternativas metodoldgicas con mayor sensibilidad, como lo es la prueba
de 1,2,3-Dihidrorodamina por medio de citometria de flujo que evalla la

formacion de especies reactivas de oxigeno.

Fomentar el estudio de otras investigaciones de la disfuncion fagocitica
neutrofilica tomando en cuenta el conteo de neutrofilos y como criterio de

inclusién los 10 signos de alerta de las inmunodeficiencias primarias.
Realizar estudios futuros tomando en cuenta otros hospitales de la red nacional

para captar mayor cantidad de pacientes con Enfermedad Granulomatosa Crénica

y obtener mejores resultados.
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X1 ANEXOS

Anexo 1. Etapas de la fagocitosis

Fases de la fagocitosis
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microorganismo, el cual es llevado al interior por la emision de pseudépodos y consiguiente
formacion de fagosoma; este a su vez se fusiona con lisosomas para formar el fagolisosoma,

los residuos posteriormente son eliminados al exterior (Cruz y Camargo, 2001).
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Anexo 2. Carta de consentimento informado

Cadigo:

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR

Evaluacion de la respuesta fagocitica en pacientes pediatricos con sospecha de

disfuncion de fagocitosis neutroéfila

Somos estudiantes de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad
de San Carlos de Guatemala, y solicitamos su consentimiento para participar voluntariamente
en la presente investigacion, cuyo objetivo es evaluar la respuesta fagocitica en pacientes

pediatricos con sospecha de disfuncion de fagocitosis neutrofila.

Durante dicho estudio se realizaran las siguientes actividades:
Obtencion de datos a través de una ficha epidemiolégica
Obtencion de 8 mL de sangre completa para los analisis

correspondientes

Si usted acepta que su hijo(a) participe en el estudio conocera si su sistema
inmunoldgico tiene alguna deficiencia en cuanto a la actividad fagocitica. Cabe mencionar
que no se dara ninguna compensacion econdémica por participar, y los examenes a realizar no
tendrén ningln costo. Este proceso sera estrictamente confidencial, por lo que el nombre de
su hijo (a) no sera utilizado en ningun informe cuando los resultados de la investigacion sean
publicados. Asi mismo esta en toda la libertad de no participar o retirarse del estudio en
cualquier momento sin ningun problema. Se le entregaran los resultados de forma

confidencial. Si usted tiene alguna pregunta o problema no dude en consultar a su médico.

ACEPTACION
Por este medio hago constar que fui informado (a) sobre el proyecto “Evaluacion de

la respuesta fagocitica en pacientes pediatricos con sospecha de disfuncion de fagocitosis
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neutrofila”. Asimismo, se me indico que la participacion de mi hijo o hija es voluntaria y que
me realizaran una encuesta (ficha epidemioldgica) con datos de mi hijo (a) y le extraeran una
muestra sanguinea. También me fue comunicado que los exdmenes no tendran ningun costo,
y los resultados me los proporcionarén personalmente, siendo confidenciales para el reporte
de investigacion, por lo que Unicamente los responsables del proyecto los conoceran.
Ademas, sé que puedo retirar a mi hijo (a) del estudio en cualquier momento, sin que esto
implique repercusiones para mi persona.

Por lo tanto

Yo

. Con DPI . Autorizo que mi hijo o hija:

de anos,

participe en el estudio y se le tome una muestra de sangre.

Fecha:

Firma (participante):

Teléfono:
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Anexo 3. Ficha epidemioldgica

Ficha Epidemiologica

Fecha
Codigo |
| |
|NDmbrE ‘ |Ape|“d0 ‘ Mimero de télefono
|Edad ‘ Género
. . O Masculino
Residencia

| ‘ () Femenino

jCuantas infecciones ha
tenido en los dltimos 6

meses?
O O3
Oz ()4 0 méas

;Qué tan frecuente asiste al . .
Q ;Esta tomando algun

meédico? )
medicamento?
Cada semana i (Cual?
O Osi ONo
(O Cada mes

() Cada 3 meses

(O Cada 6 meses o mas

;Qué tan frecuente asiste al . .
Q ;Esta tomando algan

médico? ;
medicamento?
Cada semana : $Cudl?
O s ) Mo
() Cada mes

() Cada 3 meses

() Cada 6 meses o mas

Motivo de consulta
| ;Padece de alguna
enfermedad?

i JCudl?
Sintomas mas frecuentes O si O MNo =

() Fiebre

() Dolor de cabeza
() Diarrea

() Mareos

) Tos

() Nauseas

O Debilidad

() Abseso

) Otro
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