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Resumen 

Las inf¿ccione.sp»r hnclerios grnm negnrivci.~ son 
una de las primert7s cnu.rns de muerte en el recién 
nacido. Ln clepuroción de hhacterios es ~@ficiente en el 
neonoro. sirunción clnenumentn 1n.szi.scepribilidntloIn.s 
infixciones. fin este esIz~úro se Iogrh mcjor-nr elporrón 
úedepzlrociOnde Klebsiellapneumoiiiaeen rnlns wr.s/nr 
recién nnci~ia,s inocuin~fns por vín 11' con 800 mg k de 
fo,sfari~filcolinndesoyn (FC), en conrrasre con elgrupo 
testigo inuvecmdo con I'BS(P O. 05). Lo sohrevidn de los 
onimcdesoumentó (p 0.05). y lo,scnmhio,sle~icoci/~~io.s 
se cnrncreriznronpor unnmnyor 1eucocitosi.sy neu1rofiI10 
hrrante elpico de bacreremio en los nnimnles trotntfo.~ 
con F(' I,os niveles circulnn~es~le interlcucina-~Tfi~eron 
moyores en el grllpo de I T ,  ob,seivdndose odemns 
hemotopoj~e.si.sex~nmeduloide Ins series~.nnzilocIticns 
(p O Oi) jide me.gn~,nriocilos (p 0.01) en el hnzode los 
rntnsdelgrupode I.Y7. Nose observnron mmhr».ssigni- 
ficnlivos en los depóS110~ de grflnuioc~to~s en In mddda 
esen de nmhos  grupo.^. Iin m(<j«rlci de 10 .sohrevidn. los 
cambios leucocirnrios y los ,fi>cos de henmropoye.sis 
ex~ramedulnr. parecen nsociarsc o1 numento en In 
producción de IL-6 Los re.si~lrodo(os sugieren que lo 11,- 
6pnrticipn en elmecan~~rmode prolección; yque 10 FC. 
induce en esre modelon septicemin experimenral. L n K  
pnrece compor~c~rse como un rnmun»modirlndor 
inespecifico de lo re.spue.s/a ngudn o 10 infección 
hncrericazn. 

Palabras clave: Reciénnacido: .septicemine.rperr~nenrnl: 
Klebsiella pneumoniae. 

Summary 

Inficrions hvgrnm-negorive hocrerin are one ofthe 
mqor CCIIISL ' .~  ~filenrh in newhorns. Bncterinlcleornnce 
;.S d~ficienr in ~epric neonoles, which seems /o increase 
lheir,s~aceptIhiiiIj~Io r~feclions. In /h~s .s l~i~v,  weohserved 
n sign!ficnnr improvernen~ rn clenrence (~f'Klebsiella 
pneumoniae in newborn wi.s/nr rciis inoculared hy 
rnni~perironc~olviowirhHOOmg kso~vhennpho.sphntidy1- 
choline (PC). compnred /o  rhc conrrol groirp injeoed 
wirh I'BS (p 0.05). The overol1 survivnl rare wns 
improved (/7 O 05) nnd /he wlz7re hlood ~,e l l  counrs 
.showedngren/cr 1e~1kocyro.si.s nndneunophilin during 
the peak qf' hacteremin m rhe PC trented onimn1.s. 
~'irculnring lcvels q f  rnterleukin-6 were grenrer in /he 
PCgroup. which developednn rnrense uplenic hemoro- 
poiesis ~frhegrvnulocyre (p 0. 05)nndinegnknii»cvt~iinegnkflrioc~vte 
series (p O 01). Nosignrfi~mu cl7nnges were ohserved 
7n hone morrow groni~locyre u'eposi~s in h«/h sftrdy 
group.s. The improvemenr insurvivnlrnre. rhechnnges rn 
le~rkoq~te counrs nnd 117s rplenic hemoropoiesrs mny he 
ossocioledwilh rhe incrensedpro~ltrcrion (JfI[,-6. These 
resz~lrs sugge,st thnt 11,-6phy n role in t l~e  prorection 
mc&oni.sm Inúu~~edhyPCin rhi~ experimenrolmou%lof 
newhornsepncemin PCseems /o henn immunomoriulnior 
~f ihenc~rrere.spon.se rogrnm-ncgnnve hacrerialinfcc~ron. 

Key words: Newhorn experimento/ septiLemrn 
pl70sphrr/idyl~h«l1ne1nterIe1~k~n-~ Klebsiellapneumoniae 
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Introducción 

Las infecciones bacterianas sictémicas son una 
de las primeras causas de morbilidad y muerte en 
los recién nacidos (RN) y las bacterias grarnnega- 
tivas son los principales agentes causales de 
septicemia n e ~ n a t a l . ~ , ~  La mayor susceptibilidad 
del neonato a este tipo de infecciones está condi- 
cionada por su menor capacidad de respuesta 
inflamatoria aguda. La depuración retículoendo- 
telial de bacterias encapsuladas como Klebsiella 
pneumoniae, es deficiente en los recién nacidos, 
lo que parece contribuir en la predisposición del 
neonato a las infecciones por este agente.3 

K. pneumoniae es una bacteria gramnegativa 
encapsulada; es una de la primeras causas de 
bacteriemias primarias en pacientes hospitaliza- 
dosen todo el mundo4y de septicemia y meningitis 
en recién nacidos en ~ é x i c o . ~ , ~ , ~  Al igual que-las 
demás bacterias gramnegativas, contiene en su 
pared un lipopolisacárido o endotoxina, que es 
responsable de desencadenarvarios aspectos de 
la respuesta inflarnatoria aguda a la infección 
bacteriana, e induce cambios sistémicos que se 
manifiestan con fiebre, somnolencia, taquicardia 
cambios en lascuentas de leucocitos y plaquetas, 
asi como aumento en la síntesis de proteinas 
reactantes de fase aguda.B Todos estos cambios 
son mediados por proteinas con actividades hor- 
monales que modulan la respuesta inrnunológica. 
y que pertenecen al grupo de factores solubles 
denominados ci t~cinas.~ Entre más de 50 citocinas, 
el factor de necrosis tumoral (TNF),los factores 
estimulantes de coloniasen los órganos hematopo- 
yéticos (CSF) y las interleucinas (IL), son las 
proteinas que inducen la mayoria de los cambios 
que se presentan como respuesta a una infección 
por bacterias gramnegativaso a la administración 
experimental de endot~xina.~ 

En estudios con ratones hemos observado que 
al administrar una suspensión de fosfatidilcolina 
(FC) de soya porvia intraperitoneal (ip), se presen- 
ta un aumento significativo de leucocitos polimorfo- 
nucleares (PMN) circulantes,lo cual nosucede con 
la administración de otros lipidos saturados. La 
administración de FC aumenta la depuración 
reticuloendotelial de partículas de carbono en 
ratones1° y mejora la sobrevida de animales con 
infección experimental por Staphylococcus 

aureus.ll En estudiosin vitro, se ha observado que 
FC y su metabolito lisofosfatidilcolina (LFC) au- 
mentan la actividad fagocítica de leucocitos 
mononucleares y PMN retados con particulas de 
latex o con bacterias muertas por c a l ~ r . l ~ , ~ ~  Ade- 
más, los macrófagos peritoneales de ratones ino- 
culados con FC por via 1.p. se convierten en 
macrófagos activados,l l los cuales son capaces 
de producir y liberar interleucina-1 a la circulación 
~istémica.~ Los efectosde leucocitosisy neutrofilia 
que hemos observado en ratonesg y en ratasl4.l5 
inoculados con FC podrían ser explicados por 
efecto de interleucina-1 (IL-1). 

En el presente estudio se describen los efectos 
de la administración de FC en las respuestas de 
sobrevida, en las cuentas de leucocitos circulan- 
tes, depuración reticuloendotelial, hematopoyesis 
extramedular y producción de IL-1 y de IL-6 en 
ratas wistar RN inoculadas con una dosis letal de 
K pneumoniae. 

Material y métodos 

Preparación de FC. Se utilizó una preparación 
de FC 95 purificada de lecitina de soya. La propor- 
ción de los radicales de ácidos grasos que contie- 
ne el fosfolipido utilizado es la siguiente: linoléico 
(65.9porciento), palmitico(l2.8 porciento), oléico 
(10.6por ciento) y linoléico (6.5por ciento). La FC 
fue ernulsificada por agitación en solución salina 
balanceada de fosfatos (PBS) a pH 7.2, bajo condi- 
ciones de estricta esterilidad. y se almacenóa -40°C 
en alicuotas de 100 mg hasta su utilización. 

Bacterias. Se utilizó una cepadeK pneumoniae 
de serotipo capsular K8, aislada de una epidemia 
de septicemia neonatal y previamente utilizada 
para establecer un modelo de septicemia experi- 
mental en ratas RN,16 con una cinetica de creci- 
miento que alcanza la fase logaritmica en dos 
horas ymedia. Secultivó encaldo desoya tripticasa 
(CST) durante 12 hrs a 37"C, y se sembraron 0.5 rnl 
en 5 ml de CST nuevo, hasta alcanzar la fase 
logaritmica. Se lavó dos veces con PBS pH 7.2 y 
se ajustó a una concentración de 1 x 1 O9 unidades 
formadoras de colonias (UFC) por ml mediante 
nefelometria de McFarland en un espectrofo- 
tómetro (Beckman, modelo 26) a 540 nm de longi- 
tud de onda en luz visible. 

Gac Méd Méx Vol.131 No.1 15 



Animales. Se utilizaron ratas wistar RN meno- 
res de 48 horas de edad, con peso promedio de 8 g. 
Se distribuyeron en dos grupos de 90 ratas cada 
uno, y seadministró al primer grupouna dosisip de 
FC a razón de 800 mglk de peso corporal.17 A los 
animales del segundo grupo se les inyectó un 
volumen similar de PBS pH 7.2 por via ip. Se 
asignaron en grupos de 10 animales a ratas nodri- 
zas y 72 h después se inocularon por vía subcutá- 
nea (sc) en la base de la cola con una DL 50 de K. 
pneumoniae (1.36 x 10 7 UFC).16 

Sobrevida. La sobrevidade losanimales a21 días 
se determinó en dos grupos paralelos de 78 ratas 
wistarRN inoculadasipcon FCy40ratasinoculadas 
ip con PBS.Ambos gruposfueron infectados con DL 
100 de K. pneumoniae (1 x 10 8 UFC) por via sc. 

Depuración bacteriana. Se sacrificaron por 
hipercapnia y dislocación cervical a seis animales 
de cada grupo en diferentes intervalos: tiempo 
cero, tres, seis, doce y veinticuatro, posteriormen- 
tey cadaveinticuatro horas, hasta las 144 horas de 
haber inoculado la bacteria. Se obtuvo la mayor 
cantidad posiblede sangre por puncióncardíaca y 
se tomaron muestras por expresión del fémur 
derecho. Se extrajeron los pulmones, el higado y 
el bazo, en condiciones de esterilidad; se lavaron 
en PBS estéril y se pesaron por separado en una 
balanza analítica. Cada uno de los órganos se 
trituró y se homogenizóen 5 ml deagua bidestilada 
estéril mediante pistones de teflón con un rotor 
eléctrico de control manual. Sesembraron muestras 
de 10 ml de sangre y de cada una de las suspen- 
siones de los órganos en placas deagarde eosina 
azul de metileno (EAM), las cuales se incubaron a 
37O por 18 horas, para determinar la cantidad de 
bacterias viables. Los resultados indicaron que 
cada uno de los órganos cultivados mostraron un 
índice de UFCImLde sangre o UFClgramo de peso. 

Respuestaleucocitaria. Sedeterminaron cuen- 
tas totales de leucocitos en la muestra de sangre, 
utilizando pipetas de Thoma y cámaras de 
Neubauer. Las cuentas diferenciales se hicieron 
en frotis teñidos con Wright, contando de 100 a 
200 células a 1 OOx y multiplicando los porcentajes 
por las cuentas totales de cada muestra. Los 
valores del tiempo cero se consideraron como 
basales en este estudio. 

Dépositos medularesdegranulocitos. Losfrotis 
de médula ósea se tiñeron con Wright y se conta- 

ron 400 células a 1 OOx para determinar el porcen- 
taje de granulocitos y sus precursores en médula 
ósea. Para su análisis se agruparon dos compar- 
timientos de depósito medular: proliférico y de 
reserva. El primero está constituido por mielo- 
blastos, promielocito y mielocitos, en tanto que el 
de reserva consiste enel grupode metamielocitos, 
neutró-filosen banda y PMN.l8.l9 Se reportaron los 
valores promedio para cada grupo en los diferen- 
tes intervalos de estudio. 

Niveles circulantes de IL-1 y de 11-6. La bioacti- 
vidad de estas citocinas en respuesta a infección 
porK pneumoniaesedeterminócuantitativamente 
en las muestras de plasma de los dos grupos de 
ratas.se utilizaron dos bioensayos especificas 
para estas interleucinas. La subclona de células 
DIOS, derivada de la línea rnurina de linfocitos T 
cooperadores D I  0.G4.1 que proliferaen respues- 
ta 11-Izo y la línea de hibridoma B9.9 que lo hace 
en respuesta 1L-6.2' Las células fueron cultivadas 
en RPMl1640 suplementandocon 5 porciento de 
suerofetal deternera (SFT) (Hyclone, Logan, UT); 
las D I  OS se cultivaron durante seis dias y las B9.9 
durante tresdias.Las células seajustaron a 1 x 1 O4 
en 200 y1 de RPMl 1640, suplementando con L- 
glutamina 2 mM HEPES de 10 mM, 2- 
mercaptoetanol50 nM y SFT al 2.5 por ciento, en 
microplacas de 96 pozos de fondo plano, y se 
incubaron por 72 horas a 37 OC en presencia de 
diluciones seriadas4xde las muestras de plasma de 
las ratas RN. Como curvaestándarse usaron dilu- 
ciones de 100 pglml a 1.5 fglml de IL-1 B recombi- 
nante para la linea DIOS, o de IL-6 recombinante 
para B9.9. Durante las últimas 4 horas de 
incubación, se adicionaron 250 pglml del coloran- 
te vital MTT (Sigma Co., St.Louis, MO) a cada 
pozo, según el método colorimétrico descrito por 
M o ~ m a n n . ~ ~  El medio de cultivo fue removido por 
succión y se adicionaron 100 yl de isopropanol 
para lisar las células y exponer los cristales del 
MTT reducido, que dan un color violáceo. La 
intensidad de la reducción del MTTse correlaciona 
directamente con la proliferación de las líneas 
celulares y se mide según la densidad óptica a 570 
nm en un lector de ELlSA (Bio-Rad, modelo 3550). 
Algunos de los experimentos se hicieron adicio- 
nando 0.5 yCi, de [3H]timidina porpozo, lascélulas 
fueroncosechadas, colocadasen Iíquidodecente- 
Ileo, y la incorporación de [3 H]  timidina, semidió en 
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un contador de emisión beta. Se observó una estre- 
cha correlación entre el método colonmétrico y el de 
incorporación de [3 Hltimidina. Todos losensayos se 
realizaron por cuadruplicado y los resultados se ex- 
presaron en unidades porml, tomando como unidad, 
a laconcentraciónde interleucinaque produjoel50% 
delaprolifera~ióncelularmáxima.~~ 

Hematopoyesisextramedular. Seinocularon por 
via ip a doce ratas RN con FC y a doce más con 
PBS. Tres dias después se sacrificaron a seis 
animales de cada grupo y a los restantes se les 
inoculó por via sc. una DL50 de K. pneumoniae y 
72 horas despuésfueron sacrificados.se extraje- 
ron el bazo y el higadode todas las ratas, se fijaron 
en formo1 al 10 por ciento, y se hicieron cortes en 
parafina con tinción de hematoxilina y eosina. Se 
trataron de identificar focos de hematopoyesis 
extramedular, con especial atención en las cenes de 
granulocitosy demegacariocitos, calificandode 1 a 5, 
de acuerdo al número de focos de hematopoyesis 
observados. Al investigadorque hizo la 0bSe~ación 
microscópica de las muestras no se le informó a qué 
animales correspondían. Se hizo un promedio de las 
muestras de los animales infectados de cada grupo 
y se comparó con las observaciones individuales en 
los animales infectados con Kpneumoniae. 

Análisisestadístico. Seanalizaron lascurvasde 
sobrevida por el método de Kaplan-Meier y se 
establecieron diferencias mediante la prueba de 
Wilcoxon. Las diferencias entre los dos grupos de 
estudio en cuanto a las cuentas leucocitarias, los 
depósitos medulares de granulocitos, la depura- 
ción de bacterias, la captación reticuloendotelial 
de bacterias, los niveles de IL-1 y de 11-6 y la 
hematopoyesis extramedular, se contrastaron 
mediante pruebas de varianza múltiple, conside- 
rando significativo un nivel alfa de 0.05.23,24 

Resultados 

La FC mejora la sobrevida de ratas RN sépticas. 
Al términode21 dias deobservación en losanimales 
infectados con una dosis letalde K. pneumoniae, sólo 
tres (7.5 por ciento) de las 40 ratas del grupo testigo 
que recibió PBS sobrevivieron; mientras que en el 
grupo que recibió FC. sobrevivieron 19 (24.4 por 
ciento) de los 78animalesinfectados. Esta diferencia 
fue significativa a un nivel de p < 0.05 (Cuadro 1). 

Cuadro l. Efecto de fosfatidilcolina en la sobrevida 
de ratas wistar recién nacidas con septicemia 

experimental por Klebsiella pneumoniae. 

Grupo No. Ratas Sobrwien 
(56) 

PBS (Testigo) 40 3 (7.5) 

FOSFATIDILCOLINA 78 19 (24.4)' 

' P  c 0.05 

La FC mejora la depuración bacteriana. La 
bacteremia por K. pneumoniae se produjo en forma 
temprana en los dos grupos de estudio, alcanzan- 
do un pico máximo alas 12 horas enambos grupos 
y disminuyendo gradualmente después; sin em- 
bargo, mientras que las ratas tratadas con FC 
tuvieron todos sus hemocultivos negativosa partir 
de las 72 horas, las del grupo testigo continuaron 
con bacteremia, inclusoa losseisdiasdespués del 
reto con la bacteria (p< 0.05).La depuración 
bacteriana en los órganos cultivados mostró un 
patrón muy similaralobservado parala bacteremia, 
aunque lasdiferencias nofueron estadisticamente 
significativasen bazo, perosien el higado (p < 0.01) 
y en los pulmones (p < 0.05) (Figura 1). 

La FC modifica la respuesta leucocitaria. Las 
cuentas totales de leucocitos mostraron variacio- 
nescon una cinéticadiferenteen los dos grupos de 
animales. El grupo testigo tuvo leucocitosis tem- 
prana a las 3 horas post-infección, regresando a 
los valores basales y cayendo gradualmente en 
leucopenia que fue más notable a las 72 horas. En 
cambio las ratas del grupo FC presentaron leuco- 
citosis menos temprana a las 12 horas, discreta 
leucopenia a las 48 horas y recuperación más 
rápida que la del grupo control (Figura 2A). Las 
cuentas diferenciales mostraron que estos cam- 
biosfueron debidos principalmente a las modifica- 
ciones en las cuentas de leucocitos PMN circulan- 
tes, aunque llama la atención que la fase de 
leucocitosis temprana en el grupo testigo no concidió 
con neutrofilia. El puntode mayorbacteremia,a las 
12 horas del reto con la bacteria, se acompañó de 
una respuesta de neutrofilia evidente en el grupo 
tratado con FC ( Figura. 28). 
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TIEMPO (HORAS) 

O 24 48 72 96 120 144 

TIEMPO (HORAS) 
~ i n r m  1 FI mavnr arado de bacteremia se o b s e ~ o  a las 12 horas de inoculada la bacteria en ambos qrupos de estudio En el qrupo tratado , m - - . -  ~~ 

con FC os hemoc~ 1 vos f~eron negai vos a pan r oe as 72 nords del reto con d a  D-52 oe cíleoblel a pneiirnon ae -0s cr.18vos en h qaou 
D-lmones y bazo tuv eron Lna c l d l  ca oe depLrac on bacteriana s m !ar a a aoseNada en os nemocL t bos -3s d ferencoas enlre os dos gr,pos 
heron S I ~ ~ ~ ~ N ~ S  por ANOVA en los cultivos de sangre (p ? O 05). en los de higado (p < 0.01) y pulmones (p< 0,05) 

La FC no altera los cambios por sepsis en los 
depósitos medulares de granulocitos. Las reser- 
vas medulares de granulocitos se modificaron 
moderadamente en respuesta a la septicemia ex- 
perimental, pero no se observaron diferencias en- 
tre los dos grupos de estudio (Cuadro 11). Conside- 
rando que la etapa fetal y del recién nacido se 
caracteriza porpresentarfocos de hematopo-yesis 
extramedular, principalmenteen bazoe higado, se 
planteo la conveniencia de buscar modificaciones 
en otros focos de hematopoyesis, como explicación 
a los cambios observadosen lascuentascirculan- 
tesde leucocitos, y particularmente, degranulocitos. 

La FC induce mayoresnivelescirculantesde IL- 
6, pero no de IL-l. La elevación de estas dos 
interleucinas se presenta en forma temprana como 
parte de la respuesta aguda a la infección.En este 
estudio, un grupo de ratas RN quefueron inocula- 
das con FC, pero que no fueron inoculadas con K. 
pneumoniae, sirvió como un control adicional. La 
Figura3A muestraque los dos gruposde animales 
con septicemia presentaban más de 12,000 Ulml 

de IL-1 a las 12 horas de la infección, mientras que 
el grupo no infectado no mostró elevación de esta 
citocina en las muestras de plasma probadas. En 
cambio IL-6 se elevóconsiderablemente en el gru- 
po tratado con FC, alcanzando niveles dos veces 
más altos que en el grupo testigo que recibió PBS 
antes de la infección experimental (Figura 38). 

CUADRO II. Depósitos medulares degranuloc i tosen 
ratas recién nacidas con  septicemia po r  Klebsiella 

pneumoniae. 

Comparhmento* PBS (Testigo) Fosfatidiicoiina 

De reserva 
Preinfeccion 45.3 + 4.7 41 5 + 5 6 
Postinfecclón 40.1 I 4.4 39 8 + 3.7 

Proliferativo 
Preinfeccion 39.8 + 6 7 40 6 f 4.7 
Postinfección 41.7 + 3  1 42 6 + 2 9 

' Granulocitos: Promedio I D.E. 
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TIEMPO (HORAS) 

Figura 2. Los animales tratados con FC presentaron un pico de 
leucocitosis que coincidió con el pico de bacteremia a las 12 horas 
y sólo mostraron discreta leucopenia a las 48 horas (A). Además, el 
grupo de FC mostró una elevación de las cuentasde leucocitos PMNs, 
coincidiendo con el momento de mayor bacteremia. mientras que el 
grupo testigo PBS no presentó neutrofilia. (B) 

La FCinduce granulopoyesis y megacariopoyesis 
extramedular. Los cortes de higado no mostraron 
grandes cambios; sin embargo, al revisar los cortes 
de bazo se 0bSe~ar0n diferencias importantes en la 
cantidad de focos de granulopoyesis y de megaca- 
riopoyesis. Losanimalestratadoscon FCmostramn trec 
dias despuésde ser infectadoscon K. pneumoniae, un 
importanteincrementoenel indic.de hematopoyesis 
extramedular de granu-locitos (pc 0.05) y de 
megacariocitos (pc0.01), lo cual no fue tan importan- 
te en el grupo testigo. El índice de hematopoyesis 
de la serie granulocitica (Figura 4A) y de 
megacariocitos (Figura 481, aumentó porefectode 
la infección experimental un promedio de dos ve- 
ces en el grupo testigo y cuatro veces en las ratas 
que recibieron FC. En el grupo FC se observó 
también la ~roliferación reactiva defoliculosTv B í 
~ i ~ u r a s 5 ~ 6 j .  ~oseobservamndiferenciasim~ortantes 
entrelosanimalesdel grupocontrol ylosdel grupo FC 
quenofueron retadoscon la bacteria; el hallazgomás 
sobresaliente fue la ausencia de proliferación de cé- 
lulashematopoyéticasen los controlesno infectados. 

O 24 4 8  72 96  120 144 

TIEMPO (HORAS) 

Figura 3. Los niveles circulantes de interleucina-1 se elevaron en la 
misma proporci6n en los dos grupos de estudio, pero no aumentaron 
en un srurio de ratas no infectadas (A) En cambio. interleucinad se 
elevó &S en el grupo FC que en ei testigo PBS durante la fase de 
mayar bacteremia @),para regresar gradualmente en ambos grupos 
a valores basaies. 

Discusión 

La función principal del sistema mononuclear 
fagocitico (SMF), esdepurar lasangre y los tejidos 
de particulas y sustancias extrañas al organismo. 
El SMF está constituido por los macrófagos de 
diferentes tejidos y los monocitos de sangre 
periféri~a.~ Los macrófagos que realizan activida- 
des de depuración y fagocitosis, se localizan prin- 
cipalmente en higado, pulmones, bazo, médula 
ósea y ganglios linfátic0s.2~ Estos órganos han sido 
conocidos tradicionalmente como componentes 
del sistema reticuloendotelial. En estudiosprevios, 
hemos observado aue la depuración re- 
ticuloendotelial de K. pneumoniae en ratas wistar 
recién nacidas. es deficiente cuando se compara 
con el patrón observado en ratas adultas. ~u ran te  
la septicemia experimental por esta bacteria se 
presenta una leucopenia grave y prolongadaen los 
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animales RN, lo cual coincide con el mayor pico de m i ~ m o s . ~ ~ , l ~ ~ l ~  Los cambios en las cuentas 
bacteremia, y no se presenta la leucocitosisque se leucocitarias que se presentaron en respuesta a la 
observaen lasrataSad~ltas.~~ambiénobse~amos infección bacteriana aguda suaieren aue los ani- 
que la cantidad de bacterias requeridas para una 
dosis letalmedia (DL50)en ratasadultas, es50veces 
mayor que en las ratas RN, lo que indica una mayor 
susceptibilidad de éstas a la infeccion por K. 
pneumoniae. 

CONTROL F C 

CONTROL F C 

males tratados con  modifican la cin'ética de su 
respuesta, destacándose queen los momentos de 
mayor bacteremia elevaron más sus cuentas de 
leucocitos y particularmente las de PMNs, mien- 
tras que en el grupo control esta respuesta fue 
insignificante. La falta decambios en losdepósitos 
medulares de granulocitos nos llevaron a investi- 
gar la posibilidad de focos de hematopoyesis 
extramedular, los cuales se encontraron en bazo, 
siendo muy evidentes losfocosde granulopoyesis 
y de megacariopoyesis extramedular, en las ratas 
manejadas con FC. El hallazgo de proliferación 
reactiva de foliculos linfoides en el bazo de estos 
animales, apoya la posibilidadde quese producen 
factores solubles que inducen cambios sistémicos 
en repuesta a la FC. 

Figura 5. Se aprecia hiperplasia reactiva de foliculos Iinfoides 8 y T 
y numerosos megacarzocitos en este corte de bazo de una rata del 
grupo FC, tres dias después de ia infeccion con K. pneumoniae. 
Tincibn con hematoxiiina v eosina. 300x 

Fgura 4 El noice de focos ee hernaiopoiesis ae graniocios y 
rnegacarioctosen ei bazode osan rna esinfeclddossetncrernento en 
contraste con el de ratas no infedadas (indice=l) Los focos de 
hematopoyesis extrarnedular fueron mas abundantes en el grupo que 
recibió FC, tanto en la serie de granulocitos (A), como en la de Estos resultados sugieren que la FC produce 
megacariocitos (b) ANOVA' p < O 05, ' p < 0.01. activación de macrófagos peritoneales, y cuando 

los animales son retados con K pneumoniae, sus 
En este estudio, la mejoría en la sobrevida de las células tienen una mayorcapacidad para fagocitar 

ratas RN consepticemiaporKlebsiellapneumoniae, y destruir a la bacteria y para producir y secretar 
previamente inoculadas con FC, se correlacionó ciertos mediadores solubles responsables de los 
con una mejorcapacidad de depuración reticuloen- cambiosobse~ados. ~a determinación del IL-1 en 
dotelial de la bacteria. Tal efecto m vivo de FC es sangrenomostródiferenciasen losdosqrupos de 
similar a lo observado en animales adultos por estudio, pero el grupo FC mostró una &an'eleva- 
Sowar y co1s.l l Kappes y cols.lo y por nosotros ción temprana de IL-6. Estacitocina, recientemen- 
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te caracterizada, es producida por células 
mononucleares y células endoteliales principal- 
mente.?'Entre sus múltiples efectos biológicos IL- 
6induce en los hepatocitos la producción deproteí- 
nas reactantes de fase aguda.28 Es un factor 
pirógeno endógeno, al igual que IL-1, aunque 
menos potentequeé~ta;~~ actúa como unfactorde 
maduración de linfocitos B estimulando la produc- 
ción de IgG;30J~nto con IL-1 inducela proliferación 
de linfocitos T,31 y actúa como estimulante de la 
hernatopoye~is,~~~~~especialmentedelosmegacano- 
citos, dando lugara las plaquetas en ratones y pri- 
m a t e ~ . ~ ~ . ~ ~  Tienetambién la pecularidad de actuar 
como unasetialnegativa para la producción de IL-1 .21 

Figura 6 En este acercamiento se aprecian melor los focos de 
heinatopoyesisdegranulocitffi y megacariocitosen el bazodeuna rata 
tratadacon FCe infectadacon K pneumonrae Tincioncon hernatoxilina 
y eosina. 400x. 

En conclusión, observamos diversos efectos 
en la administración de FC en este modelo de 
infección neonatal experimental; la sobrevida de 
los animales mejora, lo cual parece relacionarse 
con diversos cambios atribuibles a la elevación de 
IL-6 circulante; la inducción de focos de hemato- 
poyesis extramedular, especialmente la de 
megacariocitos y la proliferación defolículos linfoides 
en bazo, son dos cambios que indican efectos 
biológicos de 11-6. De manera adicional, el efecto 
reguladorque IL-6 tiene sobre la producción de IL- 
1 ,zl podría estarlimitando los efectos indeseables 
de la hiperproducción de esta citocina que se 
observa en respuesta a la infección sistémica por 
bacterias gramnegativa~.~~ Talesefectos de IL-1 y 
que son sinérgicos con los de TNF, incluyen la 
inducción de choque séptico y caquexia, los cuales 
ocasionan a la muerte a un gran porcetaje de 

pa~ientes.~,~~Otra posibilidad, noexploradaaún, es 
que IL-6 induzca algún otro factor reguladorde los 
efectos sinérgicos de IL-1 y TNF; un candidato en 
este complejo sistema de interregula-ción de 
citocinas, es el antagonista natural del receptor IL- 
1, recientemente des~rito,~' y con el cual hemos 
observado un efecto protector y cambios muy 
similares a los inducidos por FC en el modelo de 
infección neonatal por K. pneumoniae en ratas.38 

La posibilidad de contar con inmunomodu- 
ladores naturales para regular la intensidad de la 
respuesta aguda a la infección bacteriana, abre 
una expectativa alentadora de terapia y profilaxis 
en pacientes altamente susceptibles, como son 
los neonatos y los desnutridos. Esto es particular- 
mente atractivo cuando se trata de factores que 
pueden ser incluidos en la dieta normal, como es el 
caso de la FC utilizada en este estudio. 

Agradecimientos 

A la doctora Lourdes Cabrera del DeDartamento de Patolouia del 
hospta i'ant ae lnexco ieaer co Gomez por s. a,da en e 
proceso e nlerprelacm as as mdeilras h sioogcas a la OFB IR ar 
Garcia Roca, por su excelente asistencia técnica en este estudio. 

Referencias 

Martínez-Limón AJ. Mancilla-Ramirez J. Santos-Pre- 
ciado JI. Sepsis neonatal Experiencia 1980-1985 del 
Hospital Infantil de México. Bol Méd Hosp lnfant Méx 
1989: 46 77 
Mancilla-RamirezJ, SánchezSaucedo LU. Septicemia 
neonatai diferencias entre recién nacidos a termino y de 
pretemino, Bol Med Hosp lnfant Mex 1990. 47:227. 
Quie, PG. Antimicrobial defenses in the neonate, Semin 
Perinatol 1990~14(SupI) 2 
Montgomerie JZ, Ota JK. Klebsiella Bacteremia. Arch 
lntern Med 1980; 140 525 
Vargas A, Escobedo E, Mercado A. Epidemiologia de 
las bacteremias en una unidad de cuidado intensivo 
neonatal Bol Med Hosp lnfant Méx 1985. 42:306. 
Dinarello CA. Cannon JG, Wolff SM. New concepts on 
the pathogenesis of fever, Rev lnfect Dis 1988 10. 168. 
Dinarello CA. Interleukin-1 and its biologicaily related 
cytokines. Adv lmmunol 1989; 44:153 
Cannon JG, Tompkins RG, Gelfand JA. y cols. 
Circulating interleukin-1 and tumor necrosis factor in 
septic shock and experimental endotoxin fever, J lnfect 
Dis 1990. 161 79 
Mancilla J, Nurko S. Garcia MP, Mejía JS, Santos JI. 
Modificaciones leucocitarias por fosfatidil-colina en un 
modelo aniinal. Bol Med Hosp lnfant Méx 1986; 43 713. 

Gac Méd Méx Vo1.131 No.1 



10 Kappes JC, Tsuchiya Y, Nutini LG The effect of 
phosphatidylcholine on the reticuloendothelial system 
as determined by carbon clearanceassay IRCSMed Sci 
1983 11 389 

11 Sowar MC, Tsuchiya Y, Nutini LG The prophylactic 
effect of phosphatidylcholine on Sfaphylococcusaureus 
infectionsin swissalbino mice IRCSMedSci 1981 9 459 

12 Wilkinson PJ, CaterDB.An electron-microscopestudy 
oftheeffects of lysolecithin on BP-8 ascites-tumourcells 
and phagocytes of mice compared with theeffects of a 
specific anti-tumour serum plus complement J Pathol 
1969 97219 

13 Elsbach P, Vanden Berg JWO, Vanden Bosch H.Van 
Deenen LLM. Metabolismofpospholipid by polymorpho- 
nuclearleukocyies BiochemByophisActa1965 106 338 

14 Mancilla J. NurkoS, García MP. Meya JS, Santos JI 
Efecto defosfatidilcolina en la respuesta leucocitaria en 
sepsis experimental porKlebsiella pneumoniaeK-8 3rd 
Panamerican Congress of Infectious Disease and 
Chemotherapy Puerto Rico USA 1986 

15 NurkoShein S Respuesta de leucocitos modificada 
por fosfatidilcolina en la respuesta leucocitaria por 
Klebsiella pneumoniae Tesis de Licenciatura Facul- 
tad de Medicina UNAM Mexico 1987 

16 Mancilla-RamirezJ, Nurko-SheinS. Castellanos-Cruz 
X, Santos-Preciado J I  Efectividad terapéutica de 
inmunoglobulina intravenosa pH4 25ensepsis neonatal 
experimental por Klebsiella pneumoniae Bol Med Hosp 
lnfant Mex 1989 46 89 

17 - Mancilla J, Santos JI. Vitale J J  Phosphatidylcholine 
(PC) improves reticuloendothelial system (RES) 
clearance of experimental Klebsiellapneumoniae sepsis 
in newborn rats Pediatr Res 1988 23 466A 

18 Christensen RD, Bradley PP, Rothstein G Theleukocyte 
left shift in clinical and experimental neonatal sepsis J 
Pediatr 1981, 98 101 

19 Christensen RD, Mcfarlane JL. Taylor NL, HiII HR, 
Rothstein G Blood and marrowneutrophilsduringexpe- 
rimental group B streptococcal infection quantification 
of the stem cell proliferative storage and circulating 
pools Pediatr Res 1982 16 549 

20 OrencoleSF,Dinarello CA Characterization ofa subclone 
(DIOS) of the D I 0  G4 1 helper T-cell Iine which 
proliferates to attomolar concentrations of interleukin-1 
in the absence of mitogens Citokine 1989 1 14 

21 Schindler R. Mancilla J. EndressS. Ghobani R. Clark 
SC, Dinarello Ca. Correlations and interactions in the 
production of IL-6 IL-1 and TNF by human blood 
mononuclear cell IL-6 supreses IL-1 and TNF Blood 
1990 75 40 

22 Mosmann, T Rapid colorimetricassay forcellulargrowth 
and survival application to proliferation and cyíotocicity 
assays J lmmunol Meth 1983 65 55 

23. Downie NM, Heath RW. Métodos estadlsticos aplica- 
dos. 3a, ed. México Harla, 1973 212. 

24 Siegel S. Estadistica no paramétrica, 2a. ed México. 
Trillas. 1972,121. 

25. BenacerrafB,Biozzl G. Halpern BN, Stiffel C.Physiology 
of phagocytosis of particles by R E.S En Halpern EN, 
Benacerraf E. Delafresnaye JF. eds. Physiopathology of 
thereticulo-endothelial system. Blackwell Scientific Publ 
Oxford 1957 52. 

26. Mancilla-Ramirez J. Depuración reticuloendotelial de 
Klebsiella pneumoniae en un modelo animal Tesis de 
Maestría en Ciencias Médicas. UNAM. México, 1988. 

27. Kishimoto T. The biology of interleukin4. Blood 1989, 74.1. 
28 GauldieJ,RichardsC,HamishD,LansporPM,Baumann 

H. lnterferon b2IB-cell stimulatory factor type 2 share 
identity with monocyte-derived hepatocyte-stimulating 
factor and regulates the major acute phase protein 
response in Iiver cells. Proc Natl Acad Sci USA 1987; 
84:7251. 

29. DinarelloCA, Cannon JG, MancillaJ, Bishai 1, Lees J. 
Coceani F. Intet'lukin-6 as an endogenous pyrogen: 
inductionofprostaglandin E i n  brain but not in peripheral 
blood mononuclear cells Brain Res 1991, 562.199 

30 Hirano T, Yasukawa K, Harada H, Taga T, Watanabe 
Y. Matsuda T, et al. Complementary DNA for a novel 
interleukin (BSF-")that induces E lymphocytes to produ- 
ce immunoglobulin. Nature 1986, 324.73. 

31. Helle M. Boeije L,Aarden LA. 11-6 is an intermediate in 
IL-1 induced thymocyte proliferation. J lmmunol 1989; 
142 4335. 

32. Ikebuchi K,WongGG.ClarkSC,HIeJN, HiraiY, Ogawa 
M. Interleukyn-6 enhancement of interlukin-3 dependent 
proliferation of multipotential hemopoietic progenitors 
Proc Natl Acad Sci USA 1987; 84:9035. 

33 Gardner JD. Liechty KW, Christensen RD. Effects on 
interleukin-6 of fetal hematopoietic progenitors. Blood 
1990; 75:2150. 

34. lshibashi T, Kimura H. Shikama Y, e t  al. Interleukin-6 
is a potent thrombopoietic factor in vivo in rnice Blood 
1989: 74'1241 

35 Asano S, Okano A. Osawa K. et al. In vivo effects of 
recombinat human interleukin-6 in primates: stimulated 
production of platelets. Blood 1990; 75'1602. 

36. DinarelloCA.Theproinflammatorycytokinesinterleukin- 
1 and tumor necrosis factor and treatment of the septic 
shock syndrome. J lnfect Dis 1991: 163 1177 

37. Hannum CH; Wilcox CJ, Arend WP, et al. Interleukin- 
1 receptor antagonist activity of a human interleukin-1 
inhibitor. Nature 1990, 343'336. 

38. Mancilla J, Garcia P, DinarelloCA. Interleukin-1 recep- 
tor antagonist can either reduce or enhance the lethally 
of Klebsiella pneumoniae sepsis in newborn rats lnfect 
Immunity 1993; (En prensa) 

22 Gac Méd Méx Vol.131 No.1 




