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Las céluias fagociticas, en particular los neutréfi-
los son una pieza fundamental en la respuesta
del huésped contra la agresion por diversos
agentes, infecciosos 0 no y estan involucradas
en la generacién de dafio tisular durante la infla-
macién. Las respuestas celulares de los PMN
dependen de una serie de hechos intimamente
relacionados, como la adherencia al endotelio
vascular, la diapedesis a través de las células
endoteliales, la migracion hacia los sitios de in-
flamacién y la fagocitosis y ulterior destruccién
de las particulas opsonizadas. Todo esto se lo-
gra mediante la integracién perfecta entre los
sistemas de activacion celular y los mecanis-
mos microbicidas, dependientes o no del
oxigeno.

Se ha esclarecido una gran parte de los
mecanismos bioquimicos, moleculares y genéti-
cos que llevan a la respuesta fisiologica de los
neutrofilos lo cual ha permitido identificar y en-
tender la patogénesis de diferentes trastornos
que los afectan. :

PALABRAS CLAVE
POLIMORFONUCLEAR NEUTROFILO
FAGOCITOSIS
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INTRODUCCION

Los polimorfonucleares neutréfilos (PMN) son
un pilar fundamental en la respuesta efectiva
contra las infecciones producidas por microorganis-
mos extracelulares, como la mayoria de las bacte-
rias y ciertos hongos. Su importancia en las
reacciones inflamatorias, infecciosas o no, hace
promisoria la investigacién en la inmunobiologia e
inmunopatologia de las células fagociticas.

ONTOGENIA Y ESTRUCTURA SUBCELULAR

Los PMN se derivan de un progenitor mieloide en
la médula 6sea, a una tasa de 1.8 x 10'° célu-
las/kg/dia en un hombre adulto (1,2). Después de
entrar altorrente circulatorio, estas células se dividen
en 2 grupos: uno circulante y otro marginal que se
encuentra adherido al endotelio; estos comparti-
mientos permanecen en un equilibrio dinamico que
es importante en la respuesta ante cualquier lesién.
Después de 6 a 7 horas en la circulacién, los PMN
pasan a los tejidos, donde tienen una vida media
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aproximada de 2 a 3 dias (2,3). Estos fagocitos, con
un didmetro de 10 a 12 um se caracterizan por un
nucleo multilobulado, profusién de granulos citoplas-
maticos y acimulos de glucégeno; tienen escaso
reticulo endopldsmico, pocos ribosomas y algunas
mitocondrias (4).

Los granulos citoplasmaticos de los PMN son de
3tipos: primarios o azurdfilos, secundarios o especi-
ficos y terciarios.

Los granulos primarios aparecen durante la etapa
de promielocito y comprenden un tercio de todos los
granulos de las células maduras. Contienen: mielo-
peroxidasa, proteinas catiénicas (defensinas, catep-
sina G), proteina bactericida incrementadora de la
permeabilidad, proteasas neutras (elastasa, colage-
nasa), hidrolasas acidas y lisozima (1,4).

Los granulos secundarios o especificos se sinte-
tizan durante el estado de mielocito. Contienen la
mayor parte de la lisozima celular, lactoferrina, pro-
teina fijadora de la vitamina B12, un alto porcentaje
de los componentes del complejo enzimético que
produce los diferentes metabolitos reactivos del oxi-
geno (sistema NADPH-oxidasa), fosfolipasa A2, fac-
tor quimiotactico para monocitos y activadores del
complemento y del plasminégeno. Ademds, en su
membrana hay receptores para el C3bi (C3b inacti-
vado), FMLP (Formil Metionil Leucil Fenilalanina),
laminina (proteina de la matriz extracelularrelaciona-
da con la adherencia, la migracién y la opsonizacién)
y muy posiblemente otras moléculas involucradas en
la adherencia y la quimiotaxis. La liberacién de los
granulos especificos es crucial para la generacion de
mediadores de la inflamacién, por lo que durante la
activacion celular, son movilizados rapidamente, se
unen a la membrana citoplasmatica y excretan su
contenido (1,4,5).

Los granulos terciarios son morfolégicamente si-
milares a los especificos de los que se diferencian
por su densidad levemente menor; contienen hidro-
lasas acidas, gelatinasay glicoproteinas de adheren-
cia (6). Se movilizan hacia la superficie celular en
respuesta a estimulos leves (7).

ADHERENCA Y QUIMIOTAXIS
Los hechos iniciales en el proceso de respuesta a
la lesién son el incremento en la adherencia de los

PMN al endotelio vascular (marginacidn) y su diape-
desis a través de la pared de los vasos sanguineos
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pequefios de los tejidos afectados. La adherencia es
un prerrequisito para la migracién ulterior al compar-
timiento extravascular y su reversibilidad es critica
para la evolucién normal de la respuesta inflamato-
ria. Se ha evidenciado que los factores quimiotacti-
cos aumentan la adherencia provocando un traslado
de los receptores para C3bi, laminina y fibronectina
desde los granulos especificos y terciarios a la su-
perficie celular (5,8-10). En este fenémeno también
interviene el endotelio pues bajo la influencia de la
interleuquina 1 (IL-1), delfactor necrosante de tumo-
res y del interferén-y, las células endoteliales se
vuelven adhesivas especificamente para leucocitos
y empiezan a producir una serie de moléculas que
amplifican el fenémeno inflamatorio (8,11).

Las sustancias quimiotacticas mas importantes
desde el punto de vista biolégico son C5a (fragmento
del C5), C5a desarginizado, factor activador de pla-
quetas, formil péptidos bacterianos, diversos meta-
bolitos del Acido araquidénico, leucotrieno B4
(LTB4), factor quimiotactico para neutréfilos liberado
de mastocitos y productos de la coagulacién y la
fibrinolisis (1,8,12,13); los PMN perciben concentra-
ciones extremadamente bajas de estas sustancias.

La quimiotaxis o movimiento dirigido de los neu-
tréfilos en respuesta a factores quimiotacticos, re-
quiere la unién reversible de la célula a una
superficie, lo que le permite arrastrarse hacia el foco
inflamatorio. La respuesta morfoldgica inicial de los
PMN expuestos a estos factores es una elongacién
polarizada de la célula; en su parte anterior se
desarrolla un amplio seudépodo (lamellipodiumy)y en
la posterior un urépodo delgado con arborizacion
terminal. El nicleo tiende a permanecer en la parte
posterior del cuerpo celular y los centriolos se colo-
can delante de é1 (1,12,19).

.La migracién y orientacién de las células fagociti-
cas se deben a una integracién perfecta entre micro-
filamentos y microtubulos. Los primeros son criticos
para la locomocién dirigida y los cambios en la forma
celular; se requiere la polimerizacién de los segun-
dos para iniciar y estabilizar la orientacién celular
hacia el sitio de mayor concentracién de sustancias
quimiotacticas. Las sefales transmembrana origina-
das por la interaccién del factor quimiotactico y su
receptor, inducen la polimerizacién inmediata de la
actina y la formacién de microfilamentos en contacto
estrecho con la membrana plasmatica.
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Ademas de permitir la migracion dirigida, incre-
mentar la adhesividad, inducir la degranulacién liso-
sémica e iniciar la produccién de radicales de
oxigeno, los factores quimiotacticos inducen otras
respuestas en los PMN, necesarias para que el
proceso fagocitico sea adecuado; éstas incluyen hi-
perpolarizacién de la membrana citoplasmatica, ac-
tivaciéon de la bomba Na-K, activacién del flujo de
calcio, oxidacién del acido araquidénico por medio
de lafosfolipasa A2, transmetilacién de la membrana
celular y aumento del ingreso de glucosa al interior
de la célula (1).

MECANISMOS DE ACTIVACION CELULAR

La interaccién de un factor quimiotactico con su
receptor en la membrana celular o la ingestién de
particulas desencadena el proceso de activacién
de los tagocitos. Las proteinas unidoras de nucleé-
tidos de guanina o proteinas G, actian como inter-
mediarias entre los diferentes receptores y ciertas
fosfolipasas. Estas se localizan en el lado citoplas-
mético de la membrana celular y su activacién
ocurre en respuesta a la interaccién entre ligando
y receptor, lo cual conduce a estimular la fosfolipa-
sa C que, una vez activa, hidroliza el fosfatidilino-
sitol difosfato (PIP2) para generar dos segundos
mensajeros: el inositol trifosfato (IP3) y el diacilgli-
cerol (DAG) (14-18). El IP3 es trasladado al cito-
plasma, donde desencadena un aumento de los
niveles de Ca2*, por liberacién de éste, especial-
mente del reticulo endoplasmico. Ademés, se ha
demostrado que el IP3, puede promover la entrada
de calcio a la célula (27). El aumento del C.2*
citoplasmético desencadena varios procesos, en-
tre ellos la activacién de la fosfolipasa A2 y la
fosforilacién de proteinas dependientes de calmo-
dulina (proteina que, por accién del calcio, actia
como segundo mensajero).

De otro lado, el DAG se une y activa a una proteina
kinasa dependiente de*Ca2*, la PKC, que fosforila
proteinas en los residuos treonina o serina. Cuando
la célula se encuentra en reposo, esta enzima se
localiza en el citoplasma, pero el proceso de activa-
cién permite su contacto estrecho con la superficie
citoplasmatica de la membrana celular, donde queda
cerca a su cofactor, la fosfatidilserina. La PKC cata-
liza la fosforilacién de una serie de proteinas, entre
las cuales se encuentra uno de los componentes del
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complejo enzimatico responsable de la generacién
de radicales de oxigeno o NADPH-oxidasa (5).

FAGOCITOSIS Y EXOCITOSIS

Para ser ingeridas por los PMN la mayoria de las
particulas deben estar cubiertas por opsoninas; és-
tas disminuyen la capacidad antifagocitica de bacte-
rias, hongos y otros elementos extrafios. Existen dos
sistemas de opsonizacién, uno termoestable y otro
termolabil. El primero corresponde a lainmunoglobu-
lina G, en especial a las subclases IgG1 e I1gG3. A
través de los receptores Fc las células fagociticas
reconocen las porciones Fc de las moléculas de
inmunoglobulina que estan sobre los microorganis-
mos que van a ser ingeridos. La IgM también partici-
pa en el proceso de opsonizacién aunque en forma
indirecta, pues antes debe unirse a la superficie del
microorganismo y activar el complemento.

La actividad opsénica termolabil la realizan frag-
mentos del tercer componente del complemento,
espacialmente el C3b y el C3bi, que se fijan a la
superficie de células, microorganismos y otras parti-
culas, lo que permite que sean reconocidas por las
células fagociticas, al interactuar con los respectivos

receptores especificos: el CR1 para el C3by el CR3

para el C3bi; este tltimo hace parte de la familia de
las integrinas leucocitarias que son fundamentales
no s6lo en la opsonizacién sino también en los pro-
cesos de adherencia, quimiotaxis e interaccién celu-
lar (5,7,8,10). La presencia de C3b unido a una
molécula es capaz de reducir hasta 100 veces la
cantidad de IgG necesaria para promover la fagoci-
tosis (2,16).

Cuando los microorganismos opsonizados o los
complejos inmunes se ponen en contacto con la mem-
brana plasmatica de los neutrdfilos, ésta se invagina
formando una vacuola; inmediatamente los granulos
especfificos y luego los azuréfilos se unen a ésta y
descargan en ella su contenido. Tal degranulacién
también se hace hacia el medio extracelular.

ACTIVACION DE LOS MECANISMOS BACTE-
RICIDAS

Segundos después de ingerir una particula o ser
activados por algun estimulo soluble los PMN sufren
una serie de cambios en el metabolismo oxidativo
que, en conjunto, se llaman “explosién respiratoria”
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(4,8,20-24). Esta se caracteriza por: a) Incremento
en el consumo de O2 a través de un mecanismo
independiente del metabolismo mitocondrial. b) Au-
mento en el metabolismo de la glucosa a través de
la via de la hexosa monofosfato; cada molécula de
glucosa asi metabolizada reduce dos moléculas de
NADP a NADPH y suministra de ese modo el agente
reductor necesario para la operacion continua de la
explosién respiratoria. ¢) Se inicia la produccién de
02 y H202 y su liberacién hacia los alrededores de
la célula (21,25).

Los cambios en el metabolismo del oxigeno resul-
tan de la activacién del complejo enzimético conoci-
do como oxidasa de la explosién respiratoria o
NADPH-oxidasa, que funciona como una cadena
transportadora de electrones, que se interpone entre
el sustrato, NADPH en el citoplasma, y la luz de la
vacuola fagocitica. Este complejo estad constituido
por un tipo poco frecuente de citocromo b, por una
flavoproteina y por una fosfoproteina; puede tener,
ademads, otros componentes (23).

El citocromo b de la NADPH-oxidasa tiene a 245
mV el potencial de punto medio (entre sus capacida-
des de oxidacién y reduccién) mas bajo (Em 7.0) de
los citocromos b de células de mamiferos conocidos
hasta ahora, lo que le da la capacidad de reducir
directamente el 02 a 02’; asi se constituye en el
componente terminal de la cadena transportadora de
electrones (21).

En humanos este citocromo se ha encontrado en
neutréfilos, monocitos, macréfagos y eosindfilos. Se
localiza en la membrana citoplasmaética y se incorpo-
ra a la pared de la vacuola fagocitica, a medida que
ésta se forma por invaginacién de la membrana
celular. En la membrana de los granulos especificos
de los PMN se encuentra una reserva adicional de
citocromo, el cual también se traslada a la pared de
la vacuola (23).

Recientemente se logré purificar este citocromo:
esta formado por dos péptidos y tiene 21.0% de
carbohidratos (26). La clonacién y el secuenciamien-
to de los genes de los dos péptidos han permitido
demostrar que no existe homologia con ninguna otra
proteina descrita (23,26).

Laflavoproteina que hace parte de la NADPH-oxi-
dasa es, muy prabablemente, el unico componente
capaz de unir el NADPH, haciendo un puente entre
éste y el citocromo b.
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En cuanto a la fosfoproteina parece ser el blanco de
la fosforilacidn por parte de la PKC, fenémeno que
llevaria a la activacién del sistema oxidasa. Se localiza
predominantemente en el citoplasma y se traslada a
las membranas para la activacién de la oxidasa (23).

MECANISMOS BACTERICIDAS DEPENDIEN-
TES DEL OXIGENO

El oxigeno y sus productos reducidos son funda-
mentales para la actividad microbicida de los neutré-
filos; por eso la destruccién bacteriana disminuye
significativamente en condiciones anaerobias y los
trastornos genéticos que suprimen la explosién res-
piratoria post-fagocitica impiden la capacidad bacte-
ricida. Los productos del oxigeno generados durante
la activacién metabdlica pueden ser directamente
toxicos para los microorganismos ingeridos pero no
se ha definido su importancia en la destruccién mi-
crobiana por parte de las células fagociticas (21,27).

Después de la formacién del fagosoma hay una
elevacién inicial del pH a 8.0 y una caida posterior a
alrededor de 6.5 en 30 minutos. EI 02" producido por
la reduccién del O2 consume protones para formar
H202, lo que aumenta el pH intravacuolar y permite
la activacién de las proteinas catiénicas, que sonuno
de los principales mecanismos microbicidas de los
PMN (8,21). Se considera que las bacterias mueren
dentro del fagolisosoma antes de que el pH disminu-
ya por debajo de 7.0.

El anién superdxido se forma segun la siguiente
reaccién:

NADPH-oxidasa

202 + NADPH 202  + NADP* + H*

La mayor parte del 02" (anién superéxido) se
convierte rapidamente en H202 por medio de una
reaccién de dismutacién catalizada por la superéxido
dismutasa (SOD) en el citoplasma celular o se pro-
duce espontdneamente dentro de la vacuola fagoci-
tica aunavelocidad relativamente baja; sin embargo,
el pH 4cido aumenta en forma sustancial la dismuta-
cién esponténea.

Ei H202 generado durante la explosién respirato-
ria es detoxificado por 2 mecanismos, uno depen-
diente del sistema glutation y otro del sistema de la
catalasa.
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El 02"y el H202 no pueden considerarse como
agentes microbicidas directos, debido a que el 02
dificilmente penetra las envolturas microbianas y
porque, ademé&s, muchos de los microorganismos
contienen SOD y enzimas que neutralizan el
H202. Sin embargo, a partir del 02" y del H202,
en presencia de los catalizadores apropiados, se
originan agentes oxidantes con capacidad bacte-
ricida.

El O2 reduce Fe3* a Fe2*, que es reoxidado a
Fe3" por accién del H202, con produccién de radi-
cales hidroxilo: OH y OH-. Estos son oxidantes
potentes que reaccionan rapidamente con enlaces
quimicos de todo tipo, produciendo dafio en el sitio
en que se generan. Sin embargo, en los fagolisoso-
mas, se requiere una cantidad enorme para destruir
el microorganismo ingerido, porque la mayoria de
estos radicales se consume en la oxidacién de las
proteinas del lisosoma y de componentes de la su-
perficie microbiana, no esenciales para la viabilidad
del agente. Esto ha llevado a dudar de su significado
en la actividad antimicrobiana (21,30).

Otro de los metabolitos del O2 que ha sido invo-
lucrado en los mecanismos microbicidas es el oxige-
no simple (‘Oz) esta especie excitada de oxigeno
tiene la capacidad de atacar puentes insaturados de
carbono; sin embargo, hasta ahora no hay demos-
tracién convincente de su papel en la destruccién de
microorganismos en PMN intactos.

MECANISMOS MICROBICIDAS
PENDIENTES DEL OXIGENO

INDE-

Aunque es clara la importancia de la explosién
respiratoria en la destruccién microbiana por parte
de los PMN, hay amplia evidencia de que los fago-
citos son capaces de inactivar microorganismos a
través de mecanismos no oxidativos; por ejemplo:
pueden matar varios organismos en condiciones
anaerobias y los pacientes con enfermedad granulo-
matosa crénica sélo sulren infecciones por ciertos
germenes (4,23,26). Todos los mecanismos microbi-
cidas independientes del oxigeno, descritos hasta el
momento, se localizan en los granulos lisosémicos
de las células fagociticas, e incluyen:

Lisozima: enzima catiénica termoestable que hi-
droliza especificamente el enlace B-1,4-glucosidico,
en el esqueleto de mureina de la pared de las bacte-
rias gram positivas. Se considera que no inactiva
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bacterias gram negativas a menos que se traten
simultdneamente con otro sistema microbicida. Su
principal papel puede ser actuar en concordancia
con otros factores granulociticos, probablemente las
proteasas neutras (1,4,8).

Lactoferrina: es una glicoproteina con capacidad
de fijar hierro. Se le han descrito tres posibles meca-
nismos microbicidas: el primero propone que el efec-
to bactericida resulta de la quelacién de los
compuestos de hierro, necesarios para el metabo-
lismo bacteriano. Otros han mostrado que la lactofe-
rrina tiene un efecto bactericida directo e irreversible
sobre ciertas especies. El tercer mecanismo explica
que es activa por su participacién en la formacién del
radical hidroxilo durante la explosién respiratoria
(4,8,30).

Catepsina G: es una proteasa-serina, que posee
especificidad hidrolitica similar a la de la quimiotrip-
sina. Son susceptibles a su accién tanto microorga-
nismos gram positivos como gram negativos. Su
actividad bactericida es independiente de la funcidn
enzimética, pues persiste cuando la actividad de
proteasa es inhibida por el calor o por inhibidores del
sitio activo (8,31).

Proteina bactericida/incrementadora de la per-
meabilidad (BPI): es una proteina catidnica que
ejerce su actividad bactericida selectiva contra bac-
terias gram negativas a través de un mecanismo no
enzimatico. La pérdida de la viabilidad bacteriana se
acompafa de alteraciones funcionales restringidas a
la membrana externa, como incremento en la per-
meabilidad a moléculas hidrofébicas y activacién
selectiva de enzimas que degradan el peptidoglicano
y los fosfolipidos de la membrana externa (8,30).

Defensinas: son péptidos antimicrobianos ricos
en arginina y cisteina; su actividad microbicida posi-
blemente se realiza en la membrana. Un evento
inicial es la pérdida en la integridad de la permeabi-
lidad para iones intracelulares como el potasio. Su
accion esta dirigida contra bacterias gram positivas
y gram negativas, hongos y ciertos virus envueltos
(Herpes simplex 1y 2, Influenza A, Estomatitis vesi-
cular). Ademas, las defensinas humanas han de-
mostrado actividad citolitica contra una serie de
lineas celulares tumorales; esto puede relacionarse
con los efectos tumoricidas que se han observado en
los neutrdtilos asi como con pare del dafo tisular
secundario, que se presenta en los sitios de inflama-
cién (8,32).
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SUMMARY ,

PHYSIOLOGY OF POLYMORPHONUCLEAR
NEUTROPHILS

Phagocytic cells, particularly neutrophils, are a
fundamental part of the host response against
agression by intectious as well as non-infec-
tious agents, and they are involved in the
generation of tissue damage during inflam-
matory response.

Cell responses of neutrophils dependon a
series of closely related events like adherence
to and diapedesis through endothelial cells,
migration toward the sites of inflammation,
phagocytosis and destruction of opsonized par-
ticles. All these actions are performed through
the perfect integration between the systems of
cellular activation and microbicidal
mechanisms, both oxygen-dependent and inde-
pendent. A large portion of the biochemical,
molecular and genetic mechanisms that lead to
the physiologic response of neutrophils has
been elucidated which permits the identifica-
tion and understanding of the pathogenesis ot
disorders affecting these celis.
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