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RESUMEN.

Las condiciones clinicas que cursan con trastornos en la movilidad
leucocitaria se asocian a un aumento en la sucebtibi]idad a las infeccio
nes. Los sindromes cromosomobéticos en 10$ que se ha descrito quimiota-
xis defectuosa son: Sindrome de Down, sindrome de Edwards y sindrome de
Cri-du-chat. En el sindrome de Turner se han descrito fenémenos autoin-
munes con niveles elevados de anticuerpos antitiroideos, anticuerpos ---
anti-ovario y disminucidn en los niveles sér%cos de IgG e IgM, disminu-
cion en el anero de linfocitos T y débil respuesta de estas células 2 la
concanavalina A. Con el fin de complementar el perfil inmunoldgico en -
estos pacientes se decidid evaluar la migrqcién espontdnea, la quimiota-
xis y la quimiocinesis de mononucleares (MN) y polimorfonucleares (PMN)
en un grupo de 13 pacientes con sindrome de Turner (cariotipo 45, X) cuyas
edades fluctuaron entre los 8 y los 18 afios usando como testigos 10 nifas
de edades comparables: Los MN y PMN se obtuvieron mediante Ta técnica
de Boyum, y los 3 tipos de migracidn celular se evaluaron en cdmaras de
Boyden utilizando como quimioatractantes suero activado con zimosdn (SAZ)
No se encontrd diferencia en la migracidn esbonténea,]a auimiotaxis y la
quimiocinesis de MN al comparar los pacientes con sindrome de Turner con
los testigos sanos. Tampoco se encontrd diferencia en la migracion espon
tdrea y la quimiocinesis de PMN de pacientes con sindrome de Turner y sus
testigos sanos. En cambio, se encontrd una diferencia significativa --
(p£0.002) en la quimiotaxis de PMN de bacientes con sindrome de Turner -

comparandola con la de los testigos sanos. Nuestros resultados sugieren



que el defecto quimiotdctico en PMN es de tipo celular y confirman por
otra parte que la quimiotaxis, la quimiocinesis y la movilidad espontd-

nea, pueden operar independientemente el uno del otro,
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MN
PMN
SAZ
C5
Cha

C5a des Arg
C567
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11-HETE
12-HETE
5-12-di-HETE
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TABLA DE  ABREVIATURAS

Células mononucleares

Células po11m0rfonuclearés

Suero activado con zimosan

Glicoproteina que se origina en la activacidn del complemento

Glicoproteina que se genera bor la ruptura del quinto
componente del complemento.
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Formil-metionil-leucil-fenilalanina

Tondforo que transporta calcio
Adenosin-5'-trifosfato
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LOCOMOCION DE LEUCOCITOS EN PACIENTES CON SINDROME DE TURNER

I. ~INTRODUCCION

La quimiotaxis se define como la capacidad de las cé-
lulas vivas para moverse a lo largo de un gradiente de sustan
cias atractantes o repe]éntes (1). Una gran variedad de célu-
las son capaces de esta respuesta, incluyendo bacterias, leu-
cocitos, fibroblastos, células tumorales y células neuronales
(2).

La quimiotaxis se puede caracterizar en tres fases (3).
En la primera fase interacciona el atractante (o repelente)
con el receptor de la célula; la segunda fase, de traduccidn,
se transmite la sefial quimica del receptor al aparato locomo-
tor; v la Gltima fase, efectcra, se activan los elementos mo-
tiles y direccionales para responder con una migracidén vecto-
rial.

Se ha sugerido que los elementos contrdctiles, actina
y miosina se encuentran involucrados en la locomocidn (4) en
tanto que los microtibulos participan en la orientacidn ce-
lular (5).

La migracién de las células expuestas al atractante
se acompafia de una variedad de eventos mediados por el re-

ceptor. Estos incluyen cambio en el potencial de membrana,

~



incremento en el flujo de catiohes, liberacidn de enzimas 11
sozomales, produccidn de oxigeno activo e incremento en la -
quimioluminiscencia ( 6 ) . De esta manera, la célula parece
predestinada para ejercer la funci6én de defensa del huésped;
primero detectando la sefial quimica de organismos invasores,
como bacterias, luego migrando al drea infectada y finalmente
ingiriendo y destruyendo l1os microorganismos patégenos ( 7 ).

Los defectos en la locomocidén de los leucocitos se han
clasificado en celulares y humorales. Los defectos celulares
pueden ser de origen genético, como l1os que afectan el ensam-
ble de microtdbulos y polimerizacién de actina . También pue-~
den ser adquiridos como en el caso de la diabetes mellitus.
Los defectos humorales pueden causar una respuesta quimiotédc-
tica anormal, a través de diferentes mecanismos que pueden -
comprender factores quimiotdcticos e inhibidores producidos
por los Teucocitos , y condiciones en donde existan deficien-
cias de sustratos para la generacion de factores quimiotdc-
ticos ( 8 ).

Los sindromes cromosomopdticos en los que se ha evalua
do la locomocién de los leucocitos y en los que se ha encon-
trado deficiente la respuesta quimiotdctica son : Sindrome
de Down ( 9, 10 ) , sindrome de Edwards y sfndrome de Cri-du-
Chat ( 11 ) . Al mismo tiempo, se ha descrito quimiotaxis nor

mal en neutréfilos de pacientes con diferentes lesiones cro-



mosdmicas ( 12 ).
Los pacientes con sindrome de Down, sindrome de -
Edwards y sfndrome de Cri~-du-chat, se caracterizan por presen-
tar infecciones frecuentes de gravedad variable ( 13 ), es
evidente que la identificacién de otras cromosomopatfas que
se acompaiien de defectos en la locomocién celular seria de
fnterés en este campo ya que proveerfa modelos espontdneos
(experimentos de la naturaleza) cuyo ulterior estudio deta-
11ado podrfa arrojar conocimientos conceptuales normales.

En el sindrome de Turner se ha demostrado un incremen-
to de fendmenos autoinmunes y niveles elevados de anticuer-
pos antitiroideos ( 14, 15 ). Estos pacientes presentan ade
m&s anticuerpos anti-ovario ( 15, 16 ), niveles de IgG e IgM
més bajos que en mujeres normales ( 15, 17 ), y defectos en
la inmunidad celular como son disminucibn en el ndmero de lin
focitos T y débil respuesta de 1os mismos a Concanavalina A
( 15 ).

A pesar de que los pacientes con sindrome de Turner -
presentan un perfil inmunoldgico incompleto ( 15 ), noc pare-
cen sufrir de enfermedades infecciosas recurrentes ( 13 ).
La locomocidn celular no ha sido estudiada en pacientes con
sfndrome'de Turner, por 1o que en el presente trabajo se de-
cidid evaluar la locomocidén de células mononucleares ( MN ),

y polimorfonucleares { PMN ), en cdmaras de Boyden ( 18 ),



utilizando como quimioatractante suero activado con simosdn
( SAZ ) ( 19 ), compardndola con la respuesta de testigos

sanos con edades similares a la de los pacientes.



11. METODOS PARA EVALUAR LA LOCOMOCION

la primera descripcidén de quimiotaxis se hizo en cé-
lulas procaribticas ( la principal diferencia entre célu-
las procaridticas y células eucaribticas es que las proca-
riéticas no tienen envoltura nuclear ) en 188% por Pfeffer
( 20 ), pero fue en este siglo , en las década de los 60
que los estudios de locomocidn celular se'incrementaron al
introducir Boyden su técnica de cdmara quimiotdctica , la
cual emplea una cémara con dos compartimentos separados por
un filtro de poros 1o suficientemente grandes como para -
que las células lo atraviesen ( 18 )

Con este método , el movimiento celular puede ser me-
dido de varias maneras . Se pueden contar microsc6picamente
el nidmero de células que atraviesan el filtro 6 membrana -
Millipore ( 21 ) . Alternativamente se puede wsar el método
del frente de avance celular , donde se mide la distancia -
que migran las células dentro del filtro usando un micrdome
tro ( 22 ) . E1 tiempo que se éonsume al contar células ha
sido reducido wusando células marcadas con radioactividad
( cr51, Tc99 )} , que requiere el uso del sistema del doble
filtro ( 23, 24 )

La técnica de quimiotaxis bajo agarosa { 25 ) es mds
econdomica ya que no requiere de cdmaras y filtros especia-
les , ademds de usar menor cantidad de células , y consumir

menos tiempo para evaluar 1as respuestas . Este método sin



embargo, es menos sensible que el método de Boyden ( 18 ).

ET término locomocibn engloba a la migracién espon-
tdnea, quimiocinesis y quimiotaxis siendo importante esta-
blecer la diferencia entre ellos ( 26 ).

- La migracién espontdnea es la motilidad que ocurre
en la ausencia de cualquier estimulo quimico «

- La quimiocinesis (. migracifén esponténea incrementa
da) es estimulada quimicamente pero la motilidad celular no
es vectorial y se presenta en ausencia de un gradiente de -
concentracidn del agente quimico -

- La quimiotaxis es la migracidén celular dirigida a -
lo largo de un gradiente de concentracidén del agente quimi-

co.

ITI. QUIMIOATRACTANTES

Las substancias que inducen la quimiotaxis son llama-
dos factores quimiotdcticos, agentes quimiotdcticos o qui--
mioatractantes. Los atractantes incluyen proteinas, pépti--
dos y material lipoide ( 2 ).

La siguiente 1ista clasifica 1os factores quimiotdcti
cos de -acuerdo a su origen ( 27, 28 ). Solamente los atrac-
tantes que han sido bien caractérizados, se discutiran deta

1ladamente, aunque otros pueden ser igualmente importantes.



1. AGENTES EXQGENOS

a. Factores quimiotacticos bacterianos

b. Formil-metionil-péptidos ( sinteticos )
¢c. Caseina

d. Lecitinas

e

. Proteinas desnhaturalizadas

2. AGENTES ENDOGENOS

a. HUMORALES

1.
2.
3.

Productos del complemento C5a, C5a des Arg, C567
Kalicreina )
Productos de la ruptura de la fibrina y fibrindgeno

b. CELULARES

1.

PMN : Factor quimiotdctico de neutréfilos inducido por crista-
Tes de urato. Factor quimiotdctico de eosindfilos { ECF ). Pro
ductos metabdlicos de la Tipooxigenacidn del acido araquiddni-
co ( HETE s ), ej. 5 HETE, 11 HETE, 9 HETE, 5,12-di- HETE,

. Linfocitos : Linfocinas { LDCF ).

. Células cebadas : Factor quimiotdctico para eosin6filos de - -

anafilaxis ( ECFA ). Histamina ( Factor quimiotadctico para eo-
sinéfilos ).

. Plaquetas : 12 HETE

. Tejido conectivo : Péptidos a partir de coldgenos ( fibroblas-

tos ).



A. FORMILME TIONIL PEPTIDOS
1. ESTRUCTURA Y ACTIVIDAD

Las bacterias tales como E;~C07i‘secretan un material
en el cultivo de crecimiento que es un potente leucoatractan-
te. E1 andlisis del material producido en el cultivo mostré 7
ser un péptido, con un peso molecular entre 500 y 1500 daltons
estable a 100°C por 10 minutos , con é] grupo amino terminal
bloqueado y anidnico a pH neutro . En el andlisis de aminodci
dos del material péptidico se encontraron glicina , alanina ,
serina , dcido glutdmico y dcido aspartico ( 29 ).

Después de identificar las caracteristicas quimicas del
quimioatractante producido por la E. coli , Schiffman el al
decidieron probar a los formilmetionil péptidos como quimio
atractantes para los dos tipos de leucocitos ( neutrdfilos
y macrdéfagos ) , que normalmente participan en la resisten-
cia del huésped hacia las infecciones . Esto los indujo a pro
poner que las sustancias producidas por las bacterias podrian
ser reconoccidas por los leucocitos y que migrarian hacia
ellos ( 30 ) . Se sabe que las células procaridticas inici-
an la sintesis de sus proteinas por formiimetionil-tRNA , -
mientras que las células eucaridticas inician el proceso a -

partir de metionil-tRNA ( 31 ).



Es concebible que en poblaciones bacterianas en multi
plicacién ( como ocurre en focos infecciosos )} bajos niveies
de sefiales del péptido sean detectadas por el leucocito como

primera sefial quimiotdctica ( 2 ).
2. RECEPTORES PARA QUIMIOATRACTANTES FORMILMETILADOS

E1 péptido sintetico formi]-norleucil-leucil-feni]a1§
niﬁa-nor]euci?-tirosi]-]isina ( f-Nle-Leu-Phe-Nle-Tyr-Lys )
es un potente quimiotaractante <con una afinidad por el re-
ceptof de neutrdfilos 10 veces mayor que el formil-metionil-
leucil-fenilalanina (. f-Met-Leu-Phe ) y con 120,000 sitios
por neutréfilo ( 32 ) . Este péptido se une especificamente
a la membrana plasmatica de neutr6filos humanos , rapidamen

te se agrega y se interioriza ( 33 ) . En extractos de E.coli

se demostrd que la norleucina puede remplazar a la metionina
como aminodcido que inicia la sintesis de proteira y es ca-
paz de competir con la metionina en la formacidon enzimatica
de S-adenosilmetionina ( 2 )

En los estudios que se han realizado en células polimor-
fonucleares de humanos en el que se usd como quimiocatractan-
te el tripéptido marcado f—Met-Leu-Phe-H3,seJ encontré = =~
que existe un receptor de alta afinidad , que no se une a -
erjtrocitos y linfocitos , con una constante de disociacién

de 12-14 nM a 37 ¢ ( 34 )



El nimero de receptores que encontrd Williams ( 34 ), -
fué de 2000 mientras que Snyderman ( 3 ) describié 50,000 -
receptores por PMN de humano. Esta discrepancia se explica
pcr el estado metabdlico en el que se encuentra la célula,
como 1o demuestram 10s estudios realizados por Fletcher -~ -
( 35 ), con el iondforo A 23187, el cual estimuld 1la libera
cidon de grdnulos especificos, aumentd el nimero de recepto-
res en neutrofilos a f-Met-Leu-Phe siendo el nimero méximo
de 51,000 sitios por célula. Esta unién no se afectd con -
cicloheximida y puromicina, indicando que la respuesta no -

depende de la sintesis de proteina de novo.
B. PRODUCTOS DEL COMPLEMENTO

Los productos que se generan durante la activacidn en
cascada del complemento incluyen algunos con actividad qui-
miotdctica. Shin ( 36 ) tratd el C5 de cobayo con eritroci-
tos sensibilizados de carnero y obtuvo dos fragmentos, sien
do el mis pequefio { aproximadamente 15 000 daltons ) el que
tuvo la actividad quimiotdctica para PMN de conejo asi como
la actividad anafilotdxica para ileo de cobayo. Snyderman -
( 37 ) demostrd que el quimicatractante mé&s potente relacio
nado con el complemento, es el Cbha.

E1 C5a, es una glicoproteina con peso molecular de

11,200 daltons, cargada negativamente a bH 7.4 con 74 ami-



nodcidos y un gran contenido de cisteina, tiene actividad
quimiotdctica y anafildétoxica ( 38 ).

Ferndndez (39) encontrd que el C5a es un atractante para neu

-10 8

tr6filos en concentracién 10" ""-10"" M. Al removerse la argi

nina {(aminodcido 74) del C5a con carboxipeptidasa se produce
el C5a des Arg que se inactiva como anafilotoxina, quimiotac

»

tica in vivo, pero requiere de un "factor de ayuda" para su

.

actividad in vitro,que es proporcionado por suero no activado.

Pérez (40) ais1d y purificé del suero normal de humanos,
un polipéptido anidnico, termoestable, {(56°C, 30 minutos) de
aproximadamente 60,000 daltons que "ayuda" al C5a des Arg a
ejercer actividad quimiotactica.

125

Chenoweth (41) marcé el C5a con I y encontrd un re-

ceptor especifico sobre neutr6filos, saturable a una concen-

? Mconla 3 X 105 sitios por célula.

tracién de 3 - 7 X 10~
E1 C5a des Arg y el fragmento C5 con 69 aminodcidos {sin los
Gl1timos 5 aminodcidos) compiten por la misma unién nc asi el

C3a.
C. ATRACTANTES PARA EOSINQFILOS

Dentro de los atractantes para eosin6filos se encuen-
tra el ECF-A que es un factor liberado por los grdnuios de
las células cebadas durante las recciones de hipersensibili-

dad inmediata (42).



Goetzl y Austen ( 42a ) aislaron y caracterizarén dos
tetrapéptidos, el valil-glicil~seril-glutdmico ( Val-Gly-
Ser-Glu ) y alanil-glicil-seril-glutdmico ( Ala-Gly-Ser-Glu)"
que son quimioatractantes para eosin6filos a cencentraciones
de 1077 - 1078 M. Si de estos péptidos se remueve el carboxi
lo terminal 6 el amino terminal de los aminodcidos se inacti
van los péptidos o sea el Val-Gly-Ser y el Gly-Ser-Glu son -
péptidos no quimiotadcticos.

Otro estimulador de la quimiotiaxis de eosindfilos es -
la histamina, ( 107 M ) ( 43 ). Esta actividad quimiotacti-
ca no se inhibe por los receptores antagonistas H1 6 H2 sugi
riendo que la respuesta no es mediada por receptores de mem-

brana ( 44 ).
IV. TRADUCCION DE LA SERAL QUIMIOTACTICA

La interaccidn entre el atractante y el receptor gene
ra una sefial que es trasmitida al citoesquelete, produccien
do un movimiento vectorial de la célula.

Los eventos que se considera afectan la sefial de tras-
misién son el movimiento de los iones a través de la membra-
na celular ( 45 ), la interaccidn entre los elementos con---
trdctiles ( 4 ), y la modulacidon por nucledtidos ciclicos --
( 46 ), prostaglandinas ( 41 ), esteroides ( 47 ) y una va--
riedad de inhibidores ( 48 ) y activadores ( &1 ) caracteri-

zados incompletamente en el suero. Los eventos que ocurren -



en la degranulacidn especifica de los>neutr6filos ( 49 )

y las reacciones de metilacién ( 50 ) son importéntesAen -
la gquimiotaxis. La seflal quimiot&ctica también produce una
explosidén metabblica ( 51 ) la cual genera energia para el

movimiento celular.
A. EVENTOS IONICOS

Cuando la quimiotaxis es medida con el método de Boy

+ ++ +

- . . 0y +
den es Optima en presencia de iones Na+, K, Ca y Mg .

las células expuestas al atractante presentan cambios en -
el flujo de cationes monovalentes y activan una ATPasa de-
pendiente de Nat Y KT que se encuentra unida a la membrana
( 45 j vy afecta las proteinas contrictiles de la cé&lula --

(4).

1. CATIONES MONOVALENTES

Los experimentos realizados por Showell y Becker ---
( 52 ) en los que se usaron los iondforos valinomicina ---
( transporta K+') y nigericina ( causa un eflujo de gt ) -
demostraron gue el k' externoc es importante para la quimio
taxis. Con ayuda de cationes marcados se mostrd que los --—
factores gquimiotiActicos CSa y fMLP esti@ulan el fluio de -

- + + od - - .
Na y K a través de las membranas de las células fagociti



cas ( 53 ). Naccache ( 54 ) encontrd que el fMLP mejord el -
influjo de K+, el que a su vez guardd una relacién con el --
eflujo de Na+. Estos G1timos eventos fuerdn inhibidos por --
ouabaina, resultado que apoya la sugerencia de que los qui--
mioatractantes activan una ATPasa de la " bomba " de cationes
monovalentes. La ouabaina afecta los cationes monovalentes -
de l1a " bomba " de ATPasa de mamiferos { 55 ) . Estas obser-
‘vaciones apoyan el resultado de Becker ( 56 ) que sugiere la
presencia de una " bomba de Na+ - K+‘", en la membrana de --
neutrdfilos en quimiotaxis., También se encuentra una ATPasa
que es estimulada por fMLP sobre membranas aisladas de neutré

filos ( 57 ).
2. CATIONES DIVALENTES

Las reacciones bioquimicas que se requieren para el mo
vimiento en las cé&lulas migrantes pueden ser andlogas a las-
que ocurren en el misculo esquelético ( 58 ). Asi, i0s neu--
trofilos glicerinados sufren una contraccidn en presencia de
ATP y calcio ( 59 ) » ¥ cambios en la permeabilidad de mem--
brana andalogos a los que ocurren en los miisculos son también
inducidos por atractantes y iondforos que transportan ca¥t -
(LA 23187 ) en neutrofilos ( 48 ) . También los atractantes
producen un aumento en la concentracidn de Ca++ intracelular

( 49 ) , y esta penetracidn de Ca++ es aumentada dentro de -



.
la célula por iondforos apropiados ( 60 ) . Gallin demostrd
que el ca’t es importante en 1a quimiotaxis de nedtréfilos-
humanos en respuesta a tres atractantes diferentes ( 61 )
Otros cationes divalentes, incluyendo Mg++, Co++, Mn++ y -
Zn++ pueden ser substituidos por Ca++ . E1 papel del i6n cal

. . . . . = ++
cio no es claro. E1 trabajo de Marasco indica que el idn Mg
puede ser necesario para la quimiotaxis pero no para la qui-

miocinesis ( 62 ).
B. PAPEL DE LA MEMBRANA

Gallin ( 5 ) encontrd que al incubar neutrdfilos con -
quimioatractantes disminuia la carga de superficie celular y
que concentraciones altas de hidrocortisona inhibian tanto -
la quimiotaxis como el cambio en la carga de superficie. Por
otra parte, la colchicina y citocalasina B, inhibidores de -
la quimiotaxis, no bloqueaban los cambios en la carga de su-
perficie, de 1os neutrdfilos, sugiriendo que estos inhibido-
res afectan los microtibulos y los microfilamentos ( 2 ).

Se ha demostrado asimismo que 1o0os factores quimiotédc-
ticos C5a, fMLP y el ionoforo para calcio ( A 23187 ) produ
cen wuna depolarizacidn inicial seguida de una hiperpolari-

zacidn ( 63 ).



C. CAMBIOS EN LOS NUCLEOGTIDOS CICLICOS

Los nuclebtidos ciclicos actiian como moduladores en -
la respuesta inducida por una variedad de hormonas, que in-
teraccionan con receptores especificos., Los agentes que es-
timulan la formacidon de AMPc inhiben la quimiotaxis, mien--
tras losTagentes que estimulan Ta formacidn del GMPc mejoran
la respuesta quimiotdctica ( 46 ). Estensen ( 64 ) encontrd
que los ésteres forb6licos, carbamilcolina e imidasol estimu
lan la guanilciclasa y mejoran la respuesta quimiotactica de
neutrofilos a factores bacterianos. En tanto que Stephens --
{ 65 ) observd que los factbres farmacoldgicos que elevan --
los niveles de GMPc modulan los cambios morfolégicos inicia-
les inducidos por quimioatractantes, mientras que la teofili
na, histamina e isoproterenol, agentes que estimulan la ade-
nilciclasa y elevan el AMPc, inhiben la polarizacidn de mono
citos inducida por quimiocatractantes. De esta manera, las res
puestas morfoldgicas iniciales de los monocitos a los quimioa

tractantes asi como el movimiento dirigido parecen estar mo-

dulados por los nuclebdtidos ciclicos.
D. METABOLISMO DE CARBOXIMETILACION DE PROTEINAS

La esterificacidn de los grupos carboxilos de proteinas

en las bacterias es importante para la quimiotaxis ( 66 )



Estas reacciones pueden tambi%n tomar parte en la leucotaxis.
O'Dea (.50 ) estudid las reacciones de meti]acién‘en la qui-
miotaxis de leucocitos y encontrd que a niveles quimiotdcti-
cos el fMLP estimula la sintesis de una proteina carboximeti
lasa en neutrdfilos y que la adicidén simulténea de fMLP y me
tionina -H3 a las células intactas incrementa la formacidn -
de proteina carboximetilada en tanto que ta metionina -H3 no
aumenta en respuesta al atractante. La carboximetilacidn de

Tas proteinas no depende de la sintesis de novo de proteina

ya que ésta no se inhibe con la cicloheximida. La carboxime-
tilacion de la proteina promovida por fMLP se bloquea con --

péptidos quimiotdcticos antagonistas ( 6 ).
E. REACCIONES DE FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA
1. RECAMBIO DE FOSFOLIPIDOS

Los compuestos que incrementan el nivel intracelular -
de S-adenosil-homocisteina, la cual inhibe la metiltransfera
sa, reducen la quimiotaxis, la metilacidén de fosfolipidos y
la formacidn de proteinas carboximetiladas en menocitos ( 67).
Hirata ( 68 ) traté los neutrdfilos con fMLP y observé una -
disminucidén en la transferencia del grupo metil-HS de metio
nina—H,3 a fosfo]ipidos. Los béptidos quimiotdcticos no afec-

tan el metabolismo de los fosfolipidos en la incorporacién de



(metil-c1* )-colina. La disminucién en la metilacién se corre-
laciona con la liberacibn rdpida de &cido araquidénico, Pro-
bablemente por la via de fosfolipasa A2 sob}e fosfatidil co-
lina. Esta reaccidn, asi como la inhibicidn de 1a“quimiota-
xis se bloquea con la mepacrinag, un inhibidor de la fosfoli-

pasa Ap,

La inhibicidn de las reacciones de metiltransferasa en
los neutrdfilos bloquea la actividad de la fosfolipasa Ay --
que estimularon los atractantes pero no afecta la estimula--
cibn de esta actividad enzim@tica inducida por el id6noforo -
A 23187 (7 ).

Pike ( 69 ) incubd monocitos con inhibidores de las -
reacciones de transmetilacidén { EHNA, L-homocisteina ) y en-
contrd que se bloquea la polarizacidn de las células y la 1i
beracibn de &cido araquiddénico de los fosfolipidos de membra
na inducida por tres atractantes diferentes ( SAZ, LDCF, - -
fMLP ). Pike especuld que este efecto se debe a la activa---
cién de la fosfolipasa C.

Otros procesos en los que intervienen receptores, como
la liberacidon de histamina en células cébadas y basé6filos, -
tienen propiedades similares ( 70 ). Este hallazgo sugiere -
que un recambio de los fosfolipidos metilados puede tener un
papel importante en la quimiotaxis de leucocitos. De esta ma
nera, un ciclo relativamente menor en la formacibn de fosfoll

pidos, la metilacidn sucesiva de fosfatidiletanolamina para
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producir fosfatidilcolina, parece ser mds importante en cier
tas funciones celulares que el ciclo mayor de sintesis de --

fosfolipidos via cftidindifosfato-co]ina;
2. MODULACION DE LA FOSFOLIPASA A,

Los glucocorticoides inducen la sintesis de una protel
na inhibidora de la fosfolipasa A, ( lipomodulina Yy (71, 72),
mecanismo que parece estér relacionado con sus efectos anti-
inflamatorios y que sugiere ]avparticipacién de la fosfolipa
sa A2 en quimiotaxis de leucocitos.
' Hirata ( 73 ) demostrd que los quimioa£ractantes esti-
mulan la fosforilacidén de la lipomodulina, en una reaccidn -
dependiente de Ca++, haciendo que ésta pierda su actividad -
inhibitoria de la fosfolipasa A2 . La adicidon de Ca++ a una
mezcla de fosfo]ipas‘aA2 y lipomodulina, restituye la activi-
dad enzimdtica ( 7 ). Esto sugiere que la respuesta quimio--
tdctica depende en parte de la interpretacidén que la célula

le de a su inhibidor endégeno.
3. METABOLISMO DEL ACIDO ARAQUIDONICO
Las células de mamiferos metabolizan dcido araquiddni-

co a través de 1os ciclos de ciclooxigenasa y lipooxigenasa

(74 ). En el ciclo de la ciclooxigenasa 1os productos son
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prostaglandinas, tromboxanos y prostaciclinas y en el ciclo
de la lipooxigenasa se producen una serie de &cidos eicosa-
tetraendico monohidroxilados, donde algunos de ellos tienen
actividad quimiotdctica (. 75 ); Estos incluyen al 5-S-hidro
xy-6,8,11,14-eicosatetraendico ( 5-HETE ), 12-L-hidroxy-5,8,
10,14-eicosatetraendico ( 12-HETE ) y S-SIZ—R—diHidroxy—G,B,
10,14-et:satetraen61co ( 5-12-di-HETE ) tambié&n conocido co-
como leucotrieno B, (LTB,) ( 76,77 ).

" Los experimentos de Goetzl ( 76 ) y Stenson ( 78 ) de
muestran que el 5-12-di-HETE, 5-HETE y 12-HETE son potentes
!eucoatractantes. E1 5-12-di-HETE (LTB4) libera cantidades
significativas de B-glucoronidasa y lisozimas de los neutrd-
filos aunque en menor proporcidn que la inducida pof CSa y
fMLP en los mismos ( 76 ). E1 iondforo para Ca ', A 23187,
que induce degranulacidén en los neutrdfilos, también activa
el metabolismo del acido araquiddnico en neutréfi]os? produ-
ciendo 5-HETE. Estos.dos eventos se bloquean con un inhibidor
del metabolismo del &cido araquiddnico ( 78 }.

Los quimioatractantes estimulan una incorporacidén rapi-
da y transitoria del araquiddonato marcado dentro de la frac-
cién proteica de neutrdfilos ( 79 ). Esto se inhibid bloque
ando el ciclo de la lipooxigenasa. Este resultado sugiere
que un derivado del araquidbnato se usa para formar un compo
nente membranal que interviene en la respuesta quimiotéctica.

Los metabolitos del araquiddénato producidos por el ciclo de
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la lipooxigenasa tienen 2 funciones en 1a quimiotaxis: pueden
ser liberados de la célula y actuar como gquimioatractantes o
pueden ayudar procesando una sefial en la membrana.

F. POSIBLES REACCIONES EN EL PROCESAMIENTO DE LA SENAL QUI-
MIOTACTICA.

La primera fase ( interaccidn del quimioatractante con
el receptor de la célula ) y la segunda fase ( traduccidn de
la sefial quimiotdctica del receptor al aparato locomotor ) -
se pueden resumir de acuerdo a Schiffman ( 7 } en la figura
1, la cual ilustra las reacciones en la membrana involucradas
en la quimiotaxis. La etapa 1, es la interaccidn del atractan
te con el receptor la cual genera una sefal gque conduce a la
liberacidn de Ca' ' unido. E1 Ca’ ' libre activa a la fosfolipa
sa A2, etapa 2, la cual produce &cido araquidénico libre. Es-
ta reaccidn puede ser inhibida por agentes como la mepacrina.
E1l sustrato de 1a fosfolipasa A, la fosfatidilcolina es gene
rado por reacciones de metiltransferasa, etapa a, las cuales
pueden ser inhibidas por agentes que causen una subida de S-
adenosilhomocisteina. En la etapa 3, el &cido araquiddnico --
liberado es convertido en HETE. Los HETEs parecen tener dos -
funciones: fuera de la cé&lula pueden actuar como quimioatrac
tantes de otras células y amplificar la quimiotaxis, y sobre
la membrana, etapa 4, pueden incrementar la permeabilidad del
ca't. Este influjo de cat’ puede mejorar la reaccidn de fosfo
lipasa AZ’ y puede tomar parte en la interaccidén con el cito-
esqueleto.

E1 incremento de Ca'' ( etapa 1 y 4 ) pueden tener - --
otro papel: la inactivacién, via fosforilacidon dependiente de
Ca++, de inhibidores endb6genos gue actian sobre la fosfolipa-
sa A2.
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F. POSIBLES REACCIONES EN EL PROCESAMIENTO DE LA SERAL QUIMIOTACTICA.

0TROS PMN
ATRACTANTES
ATRACTANTES (FMLP)
- 1
' GLUCOCORTICOIDES
v
'RECEPTOR! ca't !
- —- - - JE U
Ca™™ Catte ] 4 HETES
unido libre \
lz | S
; PC , ARAQUIDONATO
] FOSFOLTPASA A, * + :
\CH3 \ LYSO PC |
!
FASE 11 a 1
PE*;E\C% iINHIBIDORl :
~~—CH., _, 1 ]
FASEI PE 3 — o
CITOSOL RECEPTOR
Fig. I. Eventos moleculares en la membrana del leucocito que ocurren en la

quimiotaxis. Fosfatidiletanolamina PE, fosfatidilmonometiletanol
amina PME, fosfatidilcolina PC, acido hidroxi-eicosatetraenoico
HETEs, prostaglandina PGs, tromboxanos Txs, metilos CH3, Formil-
Met-Leu-Phe FMLP y polimorfonucleares PMN.
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V. FASE EFECTORA o

Los quimioatractantes inducen en 1o0s leucocitos (PMN,
MN ) cambios morfoldégicos iniciales de topologia o%ientada,
como una elongacidn polarizada de la cé]ﬁ]a con el desarro-
110 de un lamelipodio ( seud6podo ) anterior ancho y un urd
podo delgado con arborescencias terminales posteriores ----
( 80 ). |

Malech ( 81 ), analiz6 los elementos del citoesquele-
to en neutrdfilos estimulados por el quimioatractante, y --
usd la técnica de quimiotaxis frustada en cdmaras de Boyden
con filtro millipore con tamafio de poro de 0.45 pm que solo
permite la penetracidn inicial de seuddpodos pero impide su
migracidén. La evaluacidn por microscopia electrdnica de es--
tos estudios reveld un arreglo complejo de la actina de los
microfilamentos exactamente debajo de la membrana plasmatica
y estos cambios se observaron en un ndmero mayor en seuddpo-
dos y urodpodos. EY niicleo se localizd en 1la posicidn caudal
del leucocito y de esta manera estd separado del frente de
avance de los seuddpodos por el volumen de granulos y organe
los en el citoplasma. Los centriolos, dentro del pliegue nu-
clear, sirven como el origen de los microtibulos que se ex--
tienden hacia los polos ricos en filamentos pero no penetran
en ellos. La polarizacidn de los células expuestas al qui---

mioatractante no se inhibe por citocalasina B, un agente que
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bloquea el rearreglo de la actina en ‘los filamentos. La cito

calasina B en concentracifén alta anula 1la ag]utinécién,de los
microfilamentos en los seuddpodos de los PMN, que da por re-

sultado retraccion del seuddpodo, pero no la pérdida de 1a -

orientacidn. En cambio la coichicina a concentraciones al--

tas inhibe el ensamble de los microtibulos y afecta la dis--

tribucidon del nicleo y centriq]os pero no afecta la formacidn
de seuddpodos. ( 2 ).

En 1os leucocitos polarizados se encontrd que los poros
y vesiculas se distribuyen exclusivamente en los urdpodos --
mientras que en 1a célula sin estimular se encuentran en todo
el leucocito. E1 volumen de la superficie celular del leuco-
cito estimulado aumenta por pliegues y surcos de la membrana
plasmdtica ( 82 ).

Stendahl ( 83 ), disefid un modelo para estudiar los --
eventos contractiles ( actina y miosina ) en la quimiotaxis
in vitro del leucocito. En este, la actina polimerizada inte
racciona con la miosina y estimula una ATPasa dependiente de
Mg++ en la miosina. Un nimero de cofactores parecen estar -
involucrados, siendo uno de ellos una proteina unida a la --
actina, con la cual se entreiaza, formando una red de gel. -
La'reaccién de ATPasa se estimula durante la formacidon del -
gel produciendo contraccidn. Otro factor, la proteina gelso-
lina, en presencia de Ca++, rompe el entrecruzamiento favore

ciendo la formacidn a sol.
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Los sulfhidrilos 1ibres‘y Ca++ parecen tener un papel
en el ensamble ( 84 ) pero no se conoce la reaccién quimica
que transmite la sefal a estos elementos del citoesqueleto.

Nath ( 8% ), encontrdé que los quimioatractantes esti-
mulan en los leucocitos una adicidn post-translacional de -
tirosina al residuo del carbono terminal de una cadena de -
«<~-tubulina, la cua} se bloguea con inhibidores que deprimen
el influjo de Ca++, metilacidn y fosfolipasa A2' Este pa---
trén de inhibicidn es similar al que se observa cuando se --
blogquea la quimiotaxis 1o cual sugiere que las reacciones de
tirosilacidn pueden preparar a la tubulina para el ensamble
apropiado dentro de los microtibulos durante la respuesta de

movimiento,



/

La figura II representa un esquema prepuesto por Snyderman (3) en donde
se observan las 3 fases que caracterizan la quimiotaxis de leucocitos.

I} Reconocimiento del gradiente quimiotdc
tico a través de la interaccidn del
factor quimiotdctico con el receptor
de la superficie celular.

11) Traduccidn del gradiente quimiotdctico,
resultando en:
a) potencial transmembranal alterado

b) flujo jonico

c) Activaci6bn de los procesos metdbo-
licos.

I11) Contraccidén polarizada de la célula a
1o largo del gradiente quimiotdctico

inducido por: Reorganizacién de los
elementos citoesqueléticos contracti-
les: a) microtibulos b) microfilamentos

Factor quimiotactico<Q
Receptor para el factor quimiotactico g

Fig. II. Eventos metabélicos en 1a quimiotaxis de leucocitos.
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VI. DESORDENES CLINICOS ASOCIADOS CON LOCOMOCION DEFECTUOSA

Los defectos en la locomocidn de leucocitos se asocian
con una variedad de desdrdenes clinicos. Estos desdrdenes -
pueden ser clasificados como de origen humoral y celular - -
( 86, 27 ). Los defectos celulares pueden ser de origen ge-
nético, Como los que afectan el ensamble de microtibulos y -
polimerizacidén de actina ( 8 ). Los defectos humorales pue-
den Causar respuesta quimiotactica anormal, a través de dife
rentes mecanismos que pueden comprender factores quimiotdcti
cos e inhibidores producidos por los leucocitos ( 87, 88 ) y
éondiciones en donde existan deficiencias de sustratos para
la generacidn de factores quimiotdcticos ( 89 ).

En algunas cromosomopatias se ha encontrado movilidad
lTeucocitaria anormal. Khan ( 9 ) demostrd una disminucidn de
la quimiotaxis pero la migracidn espontdnea de neutrofilos -
estaba normal en pacientes con sindrome de Down { trisomia -
21 ), y Barroeta ( 10 ) observd quimiotaxis defectuosa de mo
nonucleares con migracidn esponténea y quimiocinesis normales
en pacientes con el mismo sindrome. Por otra parte Seger - -
(11 ) demostrd disminucidn en la gquimiotaxis de neutrdéfilos
en un nifio con sindrome de Edwards ( trisomia 18 ), y en dos
pacientes con sindrome de Cri-du-chat ( delecidn distal de -

uno de los brazos cortos del cromosoma 5 ).



También en anormalidades cromosdmicas que ocurren en -
médula 6sea ha sido demostrada quimiotaxis defectuosa, por -
Singh ( 90. ) en un paciente con células tetraploides y por -
Ruutu ( 91 ) en 5 pacientes con monosomia 7. Todas estas en-
tidades cromosomopaticas presentan infecciones de gravedad va-

riable ( 13,9Q,91 ).
VII. SINDROME DE TURNER
A. CARIOTIPO Y FRECUENCIA

La verdadera frecuencia del sindrome de Turner sdlo --
puede establecerse a través del estudio cromosémico en un ni
mero suficientemente grande de individuos que procedan de --
dos tipos de poblaciones, abortos y recién nacidos consecuti
vos.

Alrededor del 50 % de los abortos espontdneos que ocu-
rren dentro del primer trimestre de embarazo se asocian con
alguna anormalidad cromosdémica demostrable ( 92 ), el 20 %
de estos abortos cromosdmicos anormales tienen complemento -
45,X.

En México ( 93 ) el estudio cromosdmico efectuado en
5125 recién nacidos mostrd una frecuencia del sindrome de -
Turner de 1 en 2500 nifias. En el sindrome de Turner el com-

plemento cromosémico mds frecuente es el 45,X el cual se en
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cuentra en un 50 % en estas pacientes; en el 25 % se obser-

va algln mosaico con una linea celular 45,X y sin rearreglos
estructurales de los genosomas, entre los cuales es més fre-
cuente el mosaico 45,X / 46,XX; el resto de los casos presen
tan rearreglos estructurales del X. La mds frecuente de las
anormalidades estructurales del cromosoma X es el isocromosg
ma del brazo largo y le sigue en frecuencia la " delecidn "

iy,

o pérdida del brazo corto ( 13 ).
B. ORIGEN CITOLOGICO DEL COMPLEMENTO 45, X

* Del estudio de un nimero importante de familias estu--
diadas se ha deducido que alrededor del 70 % de individuos -
45,X resultan de l1a pérdida del cromosoma sexual paterno - -
( 94 Y. La monosomia X ( 45,X ) puede originarse durante la
ovogénesis, en la espermatogénesis 0 después de la fertiliza-
cién ( 13 ). Algunos individuos 45, X derivan de una pérdida
del cromosoma X materno pero se desconoce si la anormalidad
se produjo durante la gametogénesis o durante la embriogéne-

sis (93 ).

C. CORRELACION DEL FENOTIPO CON EL CARIOTIPO

L.

Los pacientes con el sindrome de Turner presentan ta--

11a corta, disgenia gonadal, ausencia de caracteres sexuales
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secundarios , el 50 % presentan Pterygium colli ( cuello ala-

do ) ( 13, 93 ) . )
D. JUSTIFICACION DEL TRABAJ O

Es- eyidente que la identificacidn de otras cromosomopa-
tias que se acompafan de defectos en la locomocidn celular
serfa de interés en este.campo ya que proveeria modelos es-
pontédreos ( experimentos de la naturaleza ) cuyo ulterior -
estudio detallado podria arrojar conocimientos conceptuales
normales,

A pesar de que los pacientes con sindrome de Turner pre
sentan un perfil inmunolégico incompleto ( 15, 16, 17 ) , no
parecen sufrir de enfermedades infecciosas recurrentes ( 13 ).
La lTocomocidén celular no ha sido estudiada en estos pacientes
por 1o que en el presente trabajo se decidid evaluar la loco-
mocidon de células mononucleares ( MN ), y polimorfonucleares
( PMN ) , en cdmaras de Boyden ( 18 ) , utilizando como qui-
mioatractante suero activado con zimosdn ( SAZ ) ( 12 ) , =-
comparandola con la respuesta de testigos sanos con edades si

milares a la de los pacientes,
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VIII. MATERIAL Y METODOS _ 074825

A. MATERIAL

<
.

~N Oy

9.

10.
11.
12.
13.

14,
15.
16.

Azul tripano (Matheson Coleman and Bell, Ohio, USA)

Alblimina humana al 25% (Hyland, Travenol, México)

E%maras modificadas de Boyden (Neuroprobe, Inc. Bethesda,
Maryland, USA)

Dextrdn (Sigma. Chem. Co., St. Louis, MO., USA)
Estreptomicina ( Lakeside, México )

Ficoll (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO., USA)

Filtros de nitrocelulosa con poros de 8 Hm (Sartorious, Serv.
Equipos y Materiales, S. A. México)

Filtros de policarbonato con poros de 3 y 5 pm (Neuroprobe,
Inc. Bethesda, Maryland, USA)

Hematoxilina, eosina y Wright (Laboratorio de Preparacidn de
Reactivos del I.M.S.S.)

Heparina sodica (Ricker 3M, México)

Hypaque ( Winthrop Lab. México )

Penicilina sddica cristalina ( Lakeside, México )

Sales para solucidn salina fosfatos y medic de Gev

( Sigma Chem. Co. St. Louis, MO., USA )

Safranina 0 (Dade de México, S.A., México)

Solventes orgadnicos (Sigma de México)

Suero humano AR Rh™ (Banco Central de Sangre, CM.N., 1.M.S.S.)



17.
18.
19.

20.
21.
22.
23.

24.
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Zimosan ( Sigma Chem. Co. St. Louis MO., USA )

Bafio de agua a temperatura constante { J. M. Ortiz, México )
Centrifuga refrigerada automatica (Damon. IEC Divisién,
Needaham Heights, MA, USA) “
Incubadora (Lab. Line Instruments, Melrose Park. ILE., USA)
Microscopio 6ptico ( Zeiss, Alemania )

Potencitmetro ( Corning, Medfield MA., USA )

Pipetas de blancos ( Propper Manufacturing Co., Long Island

City, NY., USA )
Tubos de plastico esteriles y desechables ( Falcon Plastics.

Oxnar, Calif., USA )



B . METODOS
1. SUJETOS DE ESTUDIO

E1 grupo experimental estuvo formado por 13 pacientes
con sindrome de Turner con edades comprendidas entre los 8 y
18 afios y cariotipo 45,X, libres de leucemia, procesos infec
ciosos y sin ingestidon de medicamentos en los 8 dias previos
a la obtencidén de 1a muestra. Todas ellas procedieron de la
Division de Investigacidon en Genética Humana del Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional del I.M.S.S.

E1 grupo testigo 1o constituyeron 10 nifias clinicamente
sanas, con edades comparables a las del grupo experimental, -
candidatas a cirugia ortopédica menor, sin antecedentes de pro
blemas infecciosos recurrentes y sin ingesti6én de medicamentos
en los 8 dias antes de la toma de la muestra. Este grupo tes-
tigo fue proporcionado por el Servicio de Andlisis Clinicos
del mismo Hospital, donde la toma de la muestra se hizo en la
misma puncidn que para los andalisis preoperatorios. En todos
los casos estudiados se obtuvo por escrito, de los padres o --
del paciente ( 18 afios ) el consentimiento informado para la

obtencidon de la muestra,



2. OBTENCION DE CELULAS

Las células mononucleares ( MN ) y polimorfonucleares
(_ PMN ). se obtuvieron mediante la técnica de Boyum ( 95 ),
con modificaciones minimas, a partir de 5 ml de sangre veno-
sa heparinizada ( 10 - 20 U.I. de heparina s6dica por ml de
sangre). La muestra se diluyd 1:2 con solucidn salina fosfa
tos, 0.15 M, pH 7.2 ( SSF ) y se depositdé scbre una solucibn
de Ficoll-Hypaque ( 2.4 volumenes de Ficoll al 9% y un volu-
men de Hypaque al 33.9%, densidad 1.077 ), en tubos de plas-
tico estériles Falcon de 16X125 mm. Los tubos se centrifuga
ron a 400 X g durante 10 minutos a 20°C. Las células MN se
recuperaron de la interfase, se lavaron 3 veces con SSF por
centrifugacidn a 400 X g durante 10 minutos y finalmente se
resuspendieron en medio de Gey ( 96 ) suplementado con 2% -
de albimina sérica humana, 0.1% de dextrosa, 1 U.I. de peni-
cilina por ml de solucidn y 1 pg de estreptomicina por ml de
medio ( Gey A ) para obtener una concentracidn de 1.6 X 106
MN/m1.

La determinacidén del porcentaje de monocitos en la sus-
pencién de MN se hizo mediante la evaluacidn en frotis de 1la
actividad peroxidasa leucocitaria, se tamd . como positiva la
reaccidn, cuando el citoplasma se tihe de azul, siendo los lin

focitos negativos para esta reaccidén ( 97 ).
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Los leucocitos PMN se obtuvieron a partir del botdn
celular, después de removida la interfase y el sobrenadante,
se resuspendid el paquete celular en 3 ml de una solucidn que
contenia dextrdn 3%, dextrosa 3% en solucidn salina al 0.85%,
La mezcla se dejdé sedimentar por 45 minutos a temperatura am
biente, se recuperaron los PMN a partir del sobrenadante por
centrifug;cién a 180 X g durante 5 minutos. Después de eli-
minar los eritrocitos por choque hipotdnico hurante 10 segun
dos en 7.5 ml1 de agua destilada se restituye la isotonicidad
con 2.5 ml de NaCl al 3.5%, se lavaron las células con SSF
por centrifugacidn a 180 X g durante 5 minutos (98) y se re-

.

suspendieron en Gey A a una concentracidén celular de 1.6 X 106

PMN / ml.

La concentracién de PMN en la suspensidn celular se de-

termind en frotis mediante la tincién de Wright (99).

La cantidad total de MN y PMN se obtuvo por cuenteo en
hemocitdémetro (96). Para obtener l1a viabilidad celular se usd
azul tripano (1 parte de azul tripano al 1.0% con 10 partes de
NaCl al 0.85%), se tomaron como células viables las que exclu-
yeron colorante (96). La viabilidad celular fue de 98 + 2 %

en ambos casos.
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3. OBTENCION DEL FACTOR QUIMIOTACTICO

La generacibn del factor quimiotdctico sérico C5a se -
hizo activando por la via alterna el complemento cdh el zimo
sdn (. 100 ). Este se obtuvo el mismo dia del estudio, para
1o cual se descongelaron 2 alicuotas de 5 ml de una mezcla -
de suero AB Rh+, las que se conservaban en congelacidén a ---
-70°C. A una se agregd zimosdn a una‘concenéracién de 5 mg/ml
de suero. Se incub6é primero a 37°C durante 60 minutos con --
agitacidn frecuente y después a 56°C durante 30 minutos para
detener la reaccién. Finalmente se centrifugd la mezcla a -
400 X g durante 10 minutos para eliminar el exceso de zimosdn
y obtener el suero activado. Esta muestra se denomind " sue-
ro activado con zimosan " ( SAZ ). E1 suero no activado o -
" suero testigo " ( ST ) se obtuvo siguiendo el mismo proceso,
pero calentando el suero a 56°C durante 30 minutos, antes de

la adicidén del zimosan ( 19 ).
4. ENSAYO DE LA MIGRACION DE MN Y PMN

La quimiotaxis se mididé en cédmaras de Boyden ( 18 ) uti
lizando 1a variante del doble filtro ( 21 ). E1 filtro supe-
rior de policarbonato de 15 pym de grosor, se us® con un tama-
fio de poro de 5 ym para MN y de 3 pm pava PMN. E1 filtro in-

ferior de nitrato de celulosa con 15C um de grosor y un tama-
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fio de poro .tortuosc de 8 uym (_que impide el progreso de las cé
lulas ) que actida como atrapador de las células, Con el obje-
to de cuantificar la migracidn esponténea; la quimiocinesis y
1a quimiotaxis de los leucocitos de los pacientes con sindrome
de Turner se estudiaron varios sistemas:

- Para estudiar la migracidn esponténéa, se afiadieron 0.5
ml de Ta™suspensidon de MN o PMN al compartimento superior de
la cémara y 1.7 ml del medio de cultivo ( Gey A ) en el compar-
timento inferior - | |

- La quimiocinesis se estudid anulando el gradiente de --
concentracidon del agente quimicatractante en la cémara inferior,

Suspendiendo MN o PMN en ST o SAZ ( 1.6 X 10°

células / ml ).
0.5 m1 de esta suspensidn fueron colocados en el compartimento
superior. En el compartimento inferior se afiadieron 1.7 ml del
mismo ST o SAZ al 20% en Gey A -

- La quimiotaxis de MN o PMN se midid colocando 0.5 ml de
la suspensidén de MN o PMN en el compartimento superior y en el
compartimento inferior 1.7 ml de la mezcla que contenia ST o SAZ
al 20% en Gey A -

Los ensayos fueron realizados por duplicado en cada indi-
viduo. Las cédmaras para MN se incubaron a 37°C durante 120 mi-
nutos en una dtmosfera himeda con 5% de COZ‘ Al cabo de este
tiempo se aspird cuidadosamente el 1iquido de ambos compartimen

tos, se desensamblaron las camaras, Sse removieron los filtros

y se procesd el filtro inferior. Las células se fijaron duran-



te 6 minutos en etanol al 100%, se tifieron con hematoxilina-
eosina, se siguid un proceso de deshidratacidn con etanol al
70 y 100 %, se clarificaron con xilol y finalmente los filtros
se montaron en un pdrtaobjetos con 2 gotas de resina en la su-
perficie superior libre y se cubrieron con un cubreobjetos - -
(21 ). E1 mismo procedimiento se siguid para PMN solo que el
tiempo de incubacibén fué de 90 minutos.

Para cuantificar la migracidn de los MN y PMN se contaron
60 campos por filtro, 30 en cada uno de los 2 diametros cruza--
dos a 90° , utilizando un microscopio optico Zeiss con objeti-
vo 40 X y oculares 10 X. Se obtuvo el promedio de MN y PMN por
campo en los dos filtros. Los resultados se expresaron como el
nimero de células migrantes por campo ( 400 X ) asi como el in-
dice quimiotédctico ( I.Q. ), o sea la relacién entre el nimero
de células que migraron en respuesta al quimiocatractante, divi-

didas por el nimero de células en la migracidn esponténea.

X células ( SAZ , ST )
1.9, =

X células ( Gey A )

5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron mediante la prueba t de
Student para pares comparados ( 101 ) y la prueba no paramétri-

ca de Mann-Whitney { 102 ).
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IX. RESULTADOS

Tabla I. Las suspensiones celulares de MN en pacien-
tes y testigos fué de 19 % de monocitos y 81 % de linfocitos
en tanto que las suspensiones de PMN presentaron una pureza-
de 96 % en pacientes ( 95% neutré6filos, 1% eosin6filos ) y -
94% en testigos ( 93% neutrdfilos y 1% eosindfilos ).

Tabla II. Las respuestas quimiocinética y quimiotdac-
tica se compararon con la movilidad al azar. Esto se hizo
con el propbsito de evaluar la funcionalidad de estos siste-
mas en los leucocitos MN y PMN de pacientes con sindrome de
Turner y testigos. Los leucocitos MN y PMN de pacientes y -
testigos mostraron quimiotaxis cuando se usd el quimioatrac-
tante SAZ (p«£0.001). Se observd quimiocinesis en los MN de
los dos grupos estudiados (p £0.05) y en los PMN de testigos
(p = 0.05) mientras que los PMN de pacientes no mostraron --
quimiocinesis (p >0.05).

Tabla III. La migracidn espontdnea, la quimiocinesis
y la quimiotaxis de MN de pacientes con sindrome de Turner -
fué comparable a la de los MN de testigos (p >0.1).

Tabla IV. Se observa que no hubo diferencia en la mi
gracién espontdnea y la quimiocinesis de PMN de pacientes con
Sindrome de Turner al compararlos con los testigos. Se apre-
cid una diferencia significativa (p <£0.002) en la quimiotaxis

de PMN de pacientes con Sindrome de Turner compardndola con -



- 40 -

la de los testigos.

En la fig. II1 se presentan individualmente los Tndices' quimiotacti-
cos en MN y PMN de testigos ¥ pacientes . No se observa diferencia entre
los MN de testigos y pacientes ( p>0.1 ) en tanto que la diferencia -
entre los PMN de pacientes y testigos es significativa ( pg0.002 ).

| En la fig. IV se observan individualmente los indices quimiociné-
ficos en MN y PMN de testigos y pacientes y no presentaron diferencias

significativas en la quimiocinesis ( p»0.1 ).

E]



TABLA 1.

TIPOS DE CELULAS EN SUSPENSIONES CELULARES

TINCION CELULA PACIENTES TESTIGOS
______________ (n=13) o (ee10)
PEROXIDASA® Monocitos 19 + 42 19 +
. Linfocitos 8l + 4 81 +
WRIGHT® Neutrdfilos 95 + 2 93 +
Eosin&filos 1. 1
Linfocitos 4 + 2 7+

a= X%+ 10D.

™

b= Leucocitos obtenidos en la suspensién de MN

¢= leucocitos obtenidos en la suspensidn de PMN

Go8¥Ll
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TABLA II.  EVALUACION DE LA RESPUESTA QUIMIOTACTICA Y QUIMIQCINETICA
DE MN Y PMN EN PACIENTES CON SINDROME DE TURNER Y TESTIGOS. |

CELULA GRUPO SISTEMA p
MN Turner 6/6% vs 6/sAz® <0.001
MN - Testigo G/G vs G/SAZ <0.001
MN Turner G/G vs SAZ/SAZ® £0.05
MN Testigo G/G vs SAZ/SAZ <0.05
PM& - Turner G/G vs G/SAZ <0.001
PMN Testigo G/G vs G/SAZ <0.001
PMN Turner G/G vs SAZ/SAZ >0.05
PMN Testigo G/G vs SAZ/SAZ =0.05

a = Migracidn espontdnea
b = Quimiotaxis

¢ = Quimiocinesis

Prueba estadistica: t de Student para pares comparados.
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X. DISCUSION

La interaccidn entre el atractante y el receptor gene-
ra una sefial que es trasmitida al citoesqueleto, produciendo
un movimiento vectorial de la célula ( 3 ). Algunos defec-
tos en la locomocidn de 1los 1eucdcitos se han asociado con -
una variedad de desdrdenes clinicos, 1os que presentan como
caracteristica comin infecciones recurrentes severas. Estos
desdrdenes pueden ser clasificados como de origen humoral y

origen celular ( 87, 27 ).

DEFECTOS HUMORALES

Los defectos humorales pueden causar respuesta quimio-
tdctica anormal, a traves de diferentes mecanismos que pueden
comprender factores quimiotdcticos 6 inhibidores producidos
por el leucocitos ( 88, 89 ) y condiciones donde existan defi
ciencias de sustratos para la generacion de factores quimiotédc
ticos ( 90 ).

Del suero de un paciente con infecciones recurrentes, se
ais16 un inhibidor de l1a quimiotaxis con accidn sobre neutrdéfi
los (103 ). En el suero de pacientes con lupus eritematoso -
sistémico se encuentra una proteina catidénica de peso molecular
aproximado a 65000 daltons que inhibe a Ta proteina anidnica sé

rica que ayuda al C5a des Arg a ejercer actividad quimiotactica

( 104 ).
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En pacientes con artritis reumatoide se encuentran autoanti-
cuerpos elevados contra la lipomodulina la cual es un agente
anti-inflamatorio natural ( 105 ); Se ha demostrado quimio-
taxis defectuosa de neutr6filos en pacientes que presentan -
niveles elevados de IgE ( 106 ] , donde se liberan cantidades
significativas de histamina 1a cual inhibe la liberaci6bn de -~
enzimas lisozomales en los leucocitos, y estas enzimas parti-
cipan en la respuesta inflamatoria. También la histamina ele
va el nivel intracelular de AMPc y reduce la respuesta quimio
tdactica (107 }. Se observa una asociacidn entre respuesta -
quimiotdctica defectuosa de neutrd6filos, hiperinmunoglobuline
mia A e infecciones recurrentes ( 108 ). Esto se atribuye a
las moléculas de IgA poliméricas las que son citofilicas para

los neutr6filos y suprimen la quimiotaxis ( 109 ).
DEFECTOS CELULARES

Existen enfermedades con anormalidades funcionales del -
neutrdfilo que se relacionan directa 6 indirectamente a nivel-
de membrana o citoesqueleto en el leucocito ( 110 ).

El sindrome de Chediak-Higashi es una enfermedad autoso-
mal recesiva rara, que en 10s humanos se caracteriza por albi-
nismo oculocutdneo parcial, infecciones pidgenas frecuentes, -
neutropenias y grdnulos lisosomales gigantes en los neutr6filos,

Ademds los pacientes presentan un defecto en la respuesta qui-
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miotactica de neutréfi]os y mo?ocitos como consecuencia de
una a]teracién en el ensamble de los microtibulos (;111.1.
Los Teucocitos de estos pacientes también presentan un in-
cremento intracelular de AMPc. Boxer ( 112 ) logrbd corregir
el defecto en la quimiotaxis in vitro al afiadirle dcido as-
corbico a los neutré6filos, asi como también corregir el de-

fecto in vivo al administrarle al paciente grandes cantida-

des de acido ascérbico. El1 dcido ascorbico estimula la gene
racion de GMPc en los leucocitos ( 113 ). Los trabajos de -
Weissman ( 114 ) indican que el AMPc inhibe el ensamble de -
los microtibulos en el leucocito mientras que el GMPc los --
promueve, dato que apoya el hallazgo de Boxer.

Gallin (. 115 ) describid el caso de una paciente con -
enfermedades infecciosas recurrentesen la que se mostiaron -
defectos en la movilidad espontdnea y en la quimiotaxis de -
células mononucleares. Estas células presentaron un defecto
en 1a localizacidén del centriolo y un aumento en el nidmero -
de microtdbulos 1o cual se asocid con un incremento del 400%
en el nivel de GMPc intracelular. Desafortunadamente la pa-
ciente murid antes de que sus células se trataran con prosta
glandina E ( la que eleva el nivel de AMPc ).

Los casos reportados por Boxer { 112 ) y Gallin ( 115 )
demuestran una correlacidn entre el ensambie de los microti-
bulos y los niveles de nuclebtidos ciclicos.

Otro defecto, posiblemente genéticc, que involucra la



disfuncidn de microtibulos es el sindrome de Kartagener el
cual es un desorden autosémico recesivo. Caleb ( 116 lndei
cribid el caso de un paciénte con este sindrome, el cual --
presentd un defecto severo en la migracién de los neutr6fi-
los. Esto mismo fue confirmado por Malech en otros pacientes
(117 ).

Elbsindrome de disfuncidén de la actina en los leucoci-
tos fue descrito por Boxer ( 118 ), en un paciente que sufria
infecciones recurrentes, en éste sus neutrd6filos se movian -
pobremente y presentaban quimiotaxis defectuosa. Los micro-
tibulos se encontraban disminuidos en nimero y aunque el con
tenido de actina en los neutr6filos fue normal, la polimeriza
cidn in vitro de la actina se encontraba disminuida.

Desnick ( 119 ) describid el caso de una paciente con -
quimiotaxis defectuosa de neutrd6filos. Los leucocitos de es-
ta paciente mostraron una deficiencia en la actividad de -
ec-manosidasa &cida, la que se relaciond con ia acumulacidn de
manosa en estas células. Quie y Cates ( 107 ) sugieren que -
la manosa acumulada en las células de esta paciente interfie-
ren con la funcidn membranal del leucocito.

E1 sindrome del leucocito " holgazan ", se asocia con -
neutropenia ( aunque el contenido de estas células en médula
6sea es normal ), movilidad espontdnea y quimiotaxis defectuo
sa. E1 defecto en la locomocidn no se corrige con la adicién

de piasma normal fresco, ya que se trata de un defectoc de tipo
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celular. Se ha postulado que el defecto en la Tocomocidn se
encuentra en la membrana del neutréfilo para Tos receptores
quimiotdcticos ( 120 ). ’

En las cromosomopatfas se ha encontrado movilidad leu-
cocitaria anormal. Khan ( 9 ) demostrd una digminucién en -
la quimiotaxis pero no en la migracidén espontdnea de neutrd-
filos en pacientes con sindrome de Down ( trisomfa 21 ) y Ba-~
rroeta ( 10 ) observd quimiotaxis defectuosa de mononucleares
con migracidn espontdnea y quimiocinesis normales en estos pa
cientes. No obstante aln no se ha definido la causa que ori-
gina este defecto.

Por otra parte Seger ( 11 ) demostrd disminucidn en 1la
quimiotaxis de neutrdfilos en un nifio con sindrome de Edwards
{(trisomfa 18 ) y en dos pacientes con sindrome de Cri-du-chat
(delecidon distal de uno de los brazos cortos del cromosoma -
5 ).

También en las anormalidades cromos6micas que ocurren
en médula §sea ha sidb demostrada quimiotaxis defectuosa por
Singh ( 90 ) en un paciente con cé&lulas tetraploides y por -
Ruutu ( 91 ) en 5 pacientes con monosomia 7. En la monosomia
7 el defecto en 1a quimiotaxis se atribuy6é a la disminucion
de una glicoproteina de superficie de alto peso molecular -

( 120 ).
Por otré parte Nurmi ( 122 ) encuentra la respuesta qui

miotdctica ancrmal en neutr6filos en dos generaciones de una



familia con cariotipo 46,XX del ( X ) (pter—p22:: plleaqter)
En esta familia no se manifiesta el sindrome de Turner ya --
que la delecidn distal hasta bll produce s6lamente estatura
corta, mientras que la delecibn completa del brazo corto del
cromosoma X causa fenotipo completo de sindrome de Turner, y
1a delecidn parcial de q22 se asocia con disgénesis gonadal
(123 ).~ _

En nuestros datos, 1a migracidon esponténea y la quimio
cinesis de las dos estirpes celulares de pacientes con sindro
me de Turner fueron similar a la de 1os controles, asi como -
la respuesta quimiotdctica de MN. En cambio los PMN de pa---
cientes con sindrome de Turner mostraron disminucidn en la qui
miotaxis al compararla con la de los testigos sanos. Los re-
sultados sugieren que el defecto quimiotdctico en PMN es de ti
po celular y confirman por otra parte que la quimiotaxis, qui-
miocinesis y la movilidad esponténea, pueden operar independien
temente uno de otro ( 9, 10 ). Esto nos lleva a proponer --
que se puede tener un defecto en la quimiotaxis sin que se - -
afecten la movilidad espontdnea y la quimiocinesis, pero no es
posible tener defecto en la movilidad espontdanea con quimiota-
xis normal.

No se conoce la naturaleza del defecto en los PMN de pa--
cientes con sindrome de Turner y pueden ser atribuidos tentati-
vamente a anormalidades intrinsicas celulares descritas en otras

entidades,tales como vida media corta ( 124 ), defectos enzimdti



cos (119 ), defectos en los microtidbulos y centriolos - - -
(111, 115, 116 Y, anormalidades en la polimerizacidn de 1la
actina (118 [; traduccién Tnabropfada de la sefial quimiotdc
tica a la maquinaria efectora { 125 J.

En las reacciones de hipersensibilidad retardada, el -
infiltrado inflamatorio esta compuesto de macrdfagos y 1info
citos, em esta reaccibn se produce una cadena de acontecimien
tos en los que la actividad de un tipo de células modifica o
induce la actividad de otra. E1 resultado de esta secuencia
de cambios es beneficioso o dafiino para el individuo, depen-
diendo de las circunstancias clinicas o experimentales ( 126 ).
Seria interesante evaluar la hipersensibilidad retardada en -
pacientes con sindrome de Turner, ya que se ha demostrado en -
pacientes traumatizados una asociacidn entre hipersensibilidad
retardada anormal, quimiotaxis defectuosa de neutrdfilos y sep

ticemia ( 127 ).
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XI.  CONCLUSION

Se ha sugerido que el defecto quimiotdctico en los leucocitos , dis-
minuye la rapidez y calidad de las reacciones inflamatorias y en consecuen-
cia disminuye las interacciones celulares en la respuesta inmune haciéndola
deficiente . Ademds entorpece el reclutamiento de elementos inflamatorios
en el brazo eferente de la respuesta inmune ( inflamacidn ) . Todo ello de
1legar a un grado crfticb cond&ce a un aumento en la susceptibilidad a in-
fecciones.

A pesar de que los pacientes con sindrome de Turner no parecen sufrir
un incremento en las infecciones , el estudio del defecto en 1a quimiota-~-
xis de PMN que presentan estos pacientes podria contribuir a un mayor en-

tendimiento de la locomocidn celular en general.
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