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RESUMEN

La disfuncién de los neutréfilos podria contribuir a la susceptibilidad a infecciones
observada en los pacientes infectados por el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH). Se rediz6 un estudio de corte transversal para evaluar la opsono fagocitosis
de los neutrdfilos en estos pacientes, en el que participaron 104 individuo: 25
donantes de sangre (grupo control) y 79 VIH positivos (+). Estos Ultimos se
dividieron en 3 grupos seglin su conteo global de linfocitos T CD4 + (CGLCDA4):
grupo 1 compuesto por 24 individuos con CGLCD4=500 célulassmm?®, grupo 2
por 26 pacientes con CGLCD4 de 200 a 499 células'mm?; y grupo 3 por 29 casos
con CGLCD4 < 200 célulassrmm.® Se realiz6 la determinacion de los valores
absolutos de leucocitos y granulocitos y los valores relativos de linfocitos, la
cuantificacion de subpoblacién linfoide T CD4 positiva (+) y la determinacion del
indice opsono fagocitico. Se encontr6é una disminucion significativa (p < 0,05) del
conteo absoluto de leucocitos y granulocitos, asi como de la funcién opsono
fagocitica, en los grupos de pacientes VIH+ con respecto a grupo control. Se
constaté una relacion directa no lineal del conteo absoluto de linfocitos T CD4 +
con €l conteo global de leucocitos y de granulocitos y con la funcién opsono
fagocitica.

DeCS: VIH/inmunologia; NEUTROFILOS/inmunologia; SINDROME DE
INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA/inmunologia;, RECUENTO DE
LINFOCITO CD4/andlisis; FAGOCITOSIS; GRANULOCITOS/inmunologia.

Lafagocitosis mediadapor polimorfo-
nucleares (PMN) neutréfilos, constituye
una de las principales defensas del
organismo hospedero en su lucha contra
las infecciones producidas por bacteriasy
hongos. El proceso de fagocitosis
comprende varios pasos secuenciales:

quimiotaxis, adherencia de las particulas
antigénicasalasuperficiedelosfagocitos,
captacién/ingestion (fagocitosis) y muerte
intracelular mediada por mecanismos
dependientes eindependientesdel oxigeno.
L os fagocitos poseen receptores para el
componente C3b del sistema de



complemento, asi como para la region
constante de la molécula de inmuno-
globulina. Esto permite que los microor-
ganismos opsonizados puedan adherirse a
lasuperficie de estas c8ulas, facilitando la
fagocitosis.!

Unaactividad fagociticaanorma puede
estar asociada con una gran variedad de
enfermedadesy puede estar ocasi onada por
un defecto de los neutrdfilos, un problema
fisiol6gico asociado con algun tipo de
inmunoglobulina, con el sistema de
complemento, o0 ambos. Lamayoriadelos
articulos revisados coincide en reconocer
gue se produce unaalteracion delafuncién
delosneufrofilosen el curso delainfeccion
por e virus de inmunodeficiencia humana
(VIH).

Dobmeyer y otros.? comunicaron que
los granulocitos y monocitos de los
pacientes asintoméaticos infectados por
VIH mostraron una capacidad bacteriéfaga
significativamente aumentada; sin
embargo, los pacientes con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
mostraron unareduccion significativadela
fagocitosis, 1o cua se correlaciond con €l
nimero de células T CD4 positivas (+).
Ademés, Shalekoff y otros® observaron un
aumento significativo de la fagocitosis en
los granulocitos de individuos infectados
por el VIH-1; pero aquellos infectados por
Mycobacterium tuberculosis solamente, 0
en combinacion con € VIH-1, mostraron
unacapaci dad significativamente disminui-
da para fagocitar. Por otra parte, en un
trabajo de Schaumann y otros,* la
fagocitosis de Escherichia coli y Sta-
phylococcus aureus resultd significati-
vamente disminuida en los PMN de
pacientes VIH + con bajos conteos de
céulasT CDA4+.

Otros autores® estudiaron la opsono
fagocitosis (OF) de Candida albicans
empleando neutrofilos aislados de
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individuos VIH + asintométicos, pacientes
con complejo relacionado con el SIDA,
sometidos o no a tratamiento con
zidovudina (AZT), asi como pacientes con
SIDA. Ellos observaron que esta actividad
disminuye progresivamente y se
correlacionacon laseveridad delainfeccion
por VIH. En contraste, Wenisch y otros®
encontraron que los PMN de los pacientes
con SIDA presentaban una actividad
fagocitica aumentada contra Candida spp.

Segln un estudio llevado a cabo por
Gruber y otros,” las células viables de
C.albicanstratadas con lagpl60 o lagp41
y suero, son fagocitadas por los PMN en
una menor cantidad que las C.albicans
tratadas con la gp120 y suero, 0 suero
solamente. Esto permite concluir que la
interaccién de la gpl160 del VIH-1 con
C.albicans puede aumentar la
susceptibilidad a este hongo en los
pacientesVIH-1+.

Debido a las discrepancias encontra-
das en laliteraturarevisada, y teniendo en
cuenta que en Cuba no se han reportado
estudios al respecto, nos propusimos
evaluar la actividad opsono fagocitica de
los neutréfilos frente a C.albicans en
pacientesVIH +.

METODOS

Poblacién de estudio: participaron 104
individuos: 25 donantes de sangre
voluntarios (grupo control) y 79 pacientes
seropositivos, que asistieron pararealizarse
exédmenes inmunologicos a laboratorio
clinico del IPK y tenian edades
comprendidas entre 18 y 40 afios. Los
pacientes se dividieron en 3 grupos
atendiendo a su conteo global delinfocitos
T CD4+(CGLCDA4):

— Grupo 1: 24individuoscon CGLCD4=500
céulas'mm.



— Grupo 2: 26 individuoscon CGLCD4 de
200a499 cdulas'mm.®

— Grupo 3: 29individuoscon CGL CD4 <200
céulasmm.®

Colecciony mangjo delasmuestras. a
cada individuo se le extrajeron 15 mL de
sangre periféricapor puncién venosa: 2mL
fueron colectados en tubos Vacutainer
(Becton Dickinson Vacutainer Systems,
Franklin Lakes, NJ) con EDTA K, parala
determinacion de los valores absolutos de
leucocitos y granulocitos, los valores
relativos de linfocitos y para la
cuantificacion de subpoblacion linfocitaria
T CD4 +; 10 mL se colectaron en tubos
Vacutainer con EDTA K, para la
determinacion del indice opsono fagocitico;
del resto de la sangre se obtuvo suero para
completar este estudio.

Valores absolutos de leucocitos y
granulocitos y valores relativos de
linfocitos: se obtuvieron los valores
mediante un analizador hematol 6gico de 18
parametros(COBASMICROS; Roche).

Inmunofenotipaje por citometria de
flujo: losvaloresrelativos deloslinfocitos
T CD4 + se cuantificaron por citometriade
flujo (citémetro de flujo FACScan; Becton
Dickinson) usando las técnicas estdndares
para triple marcaje y los anticuerpos
monoclonales anti CD3, anti CD45 y anti
CD4 de la casa comercial Becton
Dickinson.®

Para determinar |os val ores absolutos
de los linfocitos T CD4+ se tomaron los
valores absolutos de leucocitos y los
relativosdelinfocitos.

indice opsono fagocitico: la funcion
opsono fagocitica se estudid segun el
método descrito por Riveroy otros,® conla
modificacion de quelos PMN provenian del
paciente y no de un donante sano de grupo
sanguineo O. Se aislaronlos PMN a partir
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de sangre periférica y se prepar6 una
suspension de estas cdlulas, asi como otra
de C.albicans a iguales concentraciones.
Estosmicroorganismosseincubarona37 °C
en suero del paciente (opsonizacion). Se
afiadieron los PMN y se incubé a 37 °C
(fagocitosis). Inmediatamente, alos 15y a
los 60 minutos, se contaron las C.albicans
extracelulares en cdmara de Neubahuer.
Asumiendo que las C.albicans contadas en
el tiempo cero congtituyen e 100 %, los
totales contados en los tiempos 15 y 60
representan, indirectamente, el porcentgjede
OF alos 15y 60 minutos, respectivamente.

Andlisis estadistico de los resultados:
los datos fueron almacenados como
variables. Seaplicd el test deKolomogorov-
Smirnov parad andlisisdelanormalidad de
estas. Serealizd unacomparacion entrelos
grupos de pacientes y entre estos y el
control, para lo cual se empled e test de
Kruskal-Wallis. Secalcul6 € coeficientede
correlaciéon de Spearman para evaluar la
relacién entre todas las variables.

RESULTADOS

En nuestro estudio se determinaron los
valores absolutos de leucocitos y de
granulocitosy el indice opsono fagocitico
alos 15y 60 minutos (tabla 1).

Leucocitos: |os conteos de leucocitos
de los grupos 1,2 y 3 fueron signi-
ficativamente mas bajos que los del grupo
control (p,=0,0015; p,=0,0003; p,=0,0000).
No seencontraron diferenciassignificativas
entre los valores de | os distintos grupos de
pacientesVIH+ (tabla 1).

Granulocitos: el estudio de granu-
locitosrevel 6 disminucionessignificativasen
losgrupos 1,2y 3 con respecto d grupo con-
trol (p,=0,0002; p,=0,0000; p,=0,0013). Entre
los grupos de pacientes VVIH+ no se obser-
varon diferenciassignificativas (tablal).



TABLA 1.Conteo global de leucocitos y de granulocitos e indice opsono fagocitico en los diferentes grupos de estudio (media

+ desviacion estandar)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo control
Determinacién n=24 n= 26 n=29 n=25
Leucocitos 6,6+1,8* 6,2+1,6* 5,8+1,7* 78=1,1
(10%L) p,=0,0015 p,=0,0003 p,=0,0000
Granulocitos 3,6+1,8* 3,2+1,2*% 3,6+1,5* 4,8+0,8
(10°/L) p,=0,0002 p,=0,0000 p,=0,0013
IOF 15 60,6 £13,9* 60,4+11,8* 70,8+13,0* 42,694
(%) p,=0,0000 p,=0,0000 p,=0,0000
I0F 60 32,2+15,3* 35,2+15,4* 44,7+15,0% 19,4+48
(%) p,=0,0004 p,=0,0000 p,=0,0000

* Diferencia significativa con respecto al grupo control.

I0F 15: indice opsono fagocitico a los 15 minutos; IOF 60: indice opsono fagocitico alos 60 minutos.
Grupo 1: 24 individuos con CGLCD4 =500 células/mm.® Grupo 2: 26 individuos con CGLCD4 de 200-499 células/mm.2 Grupo
3: 29 individuos con CGLCD4 < 200 células/mm.2 Grupo control: 25 donantes de sangre.

TABLA 2.Coeficiente de correlacion de Spearman entre las variables en los pacientes VIH+

Variables Leucocitos Granulocitos IOF15 IOF60 CGLCD4
R=0,796192 R =-0,467608 R=-0,533730 R=0,423939

Leucocitos - p=0,000000 p=0,000001 p=0,000000 p=0,000011
R=-0,415867 R=-0,416040 p=0,269165

Granulocitos - - p=0,000031 p=0,000030 p=0,008707
R=0,789374 R=-0,551048

I0OF15 - - - p=0,000000 p=0,000000

R=-0,590544
IOF60 - - - - p=0,000000
CGLCD4 - - - - -

I0OF 15: indice opsono fagocitico a los 15 minutos; IOF 60: indice opsono fagocitico a los 60 minutos; CGLCD4: conteo global
de linfocitos T CD4+; NS: correlacion no significativa; R: significativo cuando p < 0,05.

Actividad opsono fagocitica: se
observo una disminuciéon significativa de
esta funcién en los pacientes VIH+ con
respecto al grupo control (tiempo
15:p,=0,0000; p, =0,0000; p,=0,0000; tiempo
60:p,=0,0004; p,=0,0000; p,=0,0000) (tablal).
Esta funcién resulto significativamente
disminuidaen el grupo 3respecto a restode
lospacientesVIH+ (tiempo 15: p, ,=0,0052;
p, ,=00061; tiempo€0:p, ,~0,0032; p, ,=0,0209).

Relacion entrevariables: el estudio de
correlacion entre las variables indicd que
estas estan relacionadas, aunque no
linealmente (-0,8 < coeficientedecorrelacion
de Spearman > 0,8) (tabla2).

El conteo absoluto decélulas T CD4 +
se relaciond directamente con |os conteos
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globales de leucocitos y de granulocitos y
conlosvaloresde OF. Los conteos globales
de leucocitos y de granulocitos mostraron
una relacion directa entre si y con los
valores de OF. Dichos valores correspon-
dientesal tiempo 15y al 60 serelacionaron
directamenteentre si (tabla2).

DISCUSION

Una caracteristicacomun de lamayor
parte delasinflamaciones agudasinducidas
por procesos inmunolégicos, es la
acumulacion de neutréfilos en los sitios de
reaccion enlosqueintervienen activamente
para mediar estos procesos. Estas células



desempefian un papel importante como
primera linea de defensa contra las
infecciones en € hospedero; en sangre y
espacios extravascul ares, ejercen su efecto
antimicrobiano a través de la interaccion
con anticuerpos, complemento y factores
quimiotécticos. Asi, enlaevaluacion dela
funcién de los neutréfilos no se puede
considerar la célula como una entidad
independiente, se debe tener en cuenta su
dependencia de otros mecanismos
inmunitarios, tanto celulares como
humorales, que participan como un sistema
bien engranado. La alteraciones de este
sistema pueden ser cuantitativas y
cualitativas, lo cual predispone a
infecciones recurrentes en los pacientes
infectados por el VIH.X°

La disminucion de leucocitos
observada en los pacientes VIH+ (tabla 1)
puede deberse a diversos factores que
producen una caida en el nimero de
linfocitos o de neutrdfilos. Entrelas causas
delinfopeniasereportan: el efecto citolitico
del virus sobre las células T CD4+,
fenémenos autoi nmunes, superantigenosy
apoptosis.t4

En la literatura revisada se reporta la
existencia de neutropenia en |os pacientes
VIH+. Entre las causas descritas se
encuentran: la exposicion a ciertas drogas
como AZT ogancicloviry lainfiltracién de
la médula ésea por células tumorales o
agentes infecciosos.!® Estos factores
pueden haber influido en ladisminucién de
los granulocitos que se detecta en los
pacientesVIH+ (tablal).

Ladisminucién delaactividad opsono
fagociticapodriadeberse aunadeficiencia
en la capacidad opsonizante del suero del
paciente, a un defecto intrinseco de los
neutrofilos, o aambos factores.

En los individuos con infeccidn por
VIH-1 sintomética, se ha reportado |la
incapacidad de generar una respuesta
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humoral de anticuerpos apropiada, lo cual
puede contribuir a las alteraciones
funcionales delos neutréfilos.® A pesar de
gue existen altos niveles de
inmunoglobulinas, la respuesta de
anticuerpos a antigenos especificos esta
marcadamente disminuidaen los pacientes
VIH+.2° Este factor pudo haber influido
negativamente en la opsonizacion de la
C.albicans durante el ensayo de indice
opsono fagocitico y, por lo tanto, haber
contribuido aladisminucion delaOF (tabla
1). La produccion de una respuesta de
anticuerpos inapropiada, posiblemente se
agrave en los pacientes con conteos de
células T CD4+ por debajo de 200 células/
mm,*® influyendo asi en la marcada
disminucién delafuncién opsono fagocitica
observada en estos casos (tabla 1).

Se ha reportado, ademas, que la
disfuncién de los neutréfilos puede ser un
reflejo de la influencia de una serie de
productos liberados por agentes
infecciosos secundarios, o de citocinas
producidas en el curso de la respuesta
inmune del organismo contra ellos.® La
frecuenciay laseveridad deinfecciones es
mayor en aquellos pacientes con conteos
globales delinfocitos T CD4+ inferiores a
200 célulasfmm,® lo que puede explicar la
pronunciada disminucién de la OF
observada en estos individuos (tabla 1).

La disminucién de la OF encontrada
enlospacientesinfectadospor el VIH (tabla
1), también podria ser € resultado de la
interaccién que durante el ensayo se pudo
establecer entrelas proteinasdel virusgp41
0 gp160 y la C.albicans (microorganismo
de prueba utilizado en nuestro estudio para
la determinacion del indice opsono
fagocitico).”'*® Esta interaccion podria
ocurrir con mayor probabilidad en los
pacientes con los conteos de linfocitos T
CD4+ por debajo de 200 células’mm,? debido
aque en estos casos, usualmente sereporta



una carga viral mas elevada, que
proporcionaunamayor antigenemia.*®

Las variables estudiadas en este
trabajo no se encontraron relacionadas
linealmente, lo que se interpreta como
evidenciade su carécter multifactorial.

Al disminuir e nimero de c8lulas T
CD4+, aumentalafrecuenciadelosdiversos
factores anteriormente mencionados, que
pueden contribuir a descenso del nimero
deleucocitos y de granulocitos, asi como a
ladisfuncion opsono fagocitica. Esto puede
explicar larelacion directaencontradaentre
el conteo global delinfocitos T CD4+y el
de leucocitos y de granulocitos, asi como
con losvalores de OF (tabla 2).

Como erade esperar, dada la estrecha
relacion que existe entre los factores que
pueden influir en la disminucion de
leucocitos, incluyendo los granulocitos y
de la OF, se observo unarelacion directa

SUMMARY

entrelos conteos globalesdedichascélulas
y entre cada uno de estos y los valores de
OF (tabla2).

Los factores involucrados en la
disminucion de la actividad opsono
fagocitica inciden tanto en e incremento
del indice opsono fagocitico parael tiempo
de 15 minutoscomo parael de60, lo quese
reflejaenlarelacion directaobservadaentre
ambosvalores (tabla2).

Finalmente, puede concluirse que €l
deterioro paulatino de la OF detectado en
los pacientes VIH+, asi como las
leucopenias y granulocitopenias, podrian
provocar una mayor susceptibilidad a
infecciones microbianas. Estas, aunque
pueden presentarse desde el inicio de la
infeccion por VIH, son més numerosas y
frecuentes en las etapas més avanzadas de
laenfermedad, en las que se acenttian dichas
alteraciones.

The dysfunction of neutrophils could contribute to susceptibility to infections
observed in HIV-infected patients. A cross-sectional study was conducted to
evaluate the opsonophagocytosis of neutrophils in these patients. One hundred
and four individuals participated in it: 25 blood donors (the control group) and
79 HIV-positive patients who were distributed into 3 groups according to the
global count of CD4 lymphocytes (GLCCDA4): Group 1 composed of 24 individuals
with GLCCD43 500 cell/mm? Group 2 with 26 patients with GLCCD4 of 200-
499 cell/mm3 and Group 3 composed by 29 patients with GLCCD4 < 200 cell/
mm? . Absolute values of leukocytes and granulocytes and relative values of
lymphocytes were determined, CD4+ lymphocyte T subset was quantified and
the opsonophagocytic index was estimated. A significant reduction (p< 0,05) in
absolute count of leukocytes and granulocytes and in the opsonophagocytic
function was found in HIV-infected patients compared with the control group.
There was a non-linear direct relation of the absolute count of CD4+ T
lymphocytes with global count of leukocytes and granulocytes and the

opsonophagocytic function.

Subject headings: VIH/immunology; NEUTROPHIL S/immunology; ACQUIRED
IMMUNODEFICIENCY SYNDROME/immunology; CD4 LYMPHOCYTE
COUNT/analysis; PHAGOCY TOSIS; GRANULOCY TES/immunology.
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