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Resumen

La presente monografia esid dirigida a la presentacion breve v concisa de los principales evenios fisiologicos de la célula fagocitica relacionados con el metabolismo
oxidativo v algunos cambios que tienen lugar en el fagocito durante la etapa de estimulacion para promover el procesamiento de una particula o de un agente patigeno.

Summary

The present monograph is [ocussed 10 a brief and concise presentation of the most important physiological aspects of phagocytic cells related 10 the oxidative metabolism
and some of the changes thar occur in the phagocyie during its stimulation stage 10 promote particle or pathogen processing.

Se sabe que las infecciones producidas por pardsitos
intracelulares estimulan, en sujetos susceptibles, una res-
puesta inmune preferentemente celular. Esta respuesta
dada por la participacionde diferentes subpoblaciones de
linfocitos T con distintas funciones, esta caracterizada
por una amplia variedad de actividades biologicas, dirigi-
das por mediadores denominados linfocinas, que ejercen
su accién principal sobre los macrofagos.

Ya que siendo el macrofago el que determina el destino
final de la infeccion por un parasito intracelular y siendo
la fagocitosis la actividad mas relevante en el binomio
macréfago/ parasito, es conveniente destacar algunos
conceptos del proceso fagocitico.

Se utiliza el término genérico endocitosis para definir el
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El

proceso por el cual algunas células son capaces de ingerir
macromoléculas o particulas. las cuales son encerradas
en una porcion de la membrana plasmadtica e invagina-
das, con posterior formacion de una vesicula intracelular
que contiene el material ingerido ({ig. 1)

Dos términos se han distinguido para caracterizar la
actividad de ingestion, segiin los tamarios de la vesicula
formada y del material a ser ingerido. El primero es la
pinocitosis, que involucra la ingestion de liquidos o molé-
culas solubles de tamafio menor a 0.5 g m, por via de
pequenas vesiculas. El segundo es la fagocitosis que invo-
lucra la ingestion de particulas mayoresde 0.5 g m, como
microorganismos o células dafiadas, por medio de.la
formacién de vesiculas grandes llamadas vacuolas. Sin
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Figura 1. Representacion esquematica de los principales eventos que ocurren durante le proceso fagocitico. () aumento; ([Ca? + i) concentracion de calcio intracelular;
(MPO) micloperoxidasa: (SOD) superoxido dismutasa: (OH-) ion hidroxilo; ( 0,-) radical superdxido: (OH ) radical hidroxilo: (OC1-) i6n hipoclorito: (RNH,C1)

cloraminas

embargo, el tamafio preciso del material, que define la
utilizacion de ambos términos, no estd bien caracterizado
y. ademas, varia con el tipo de célula fagocitica. Los
macrofagos poseen una enorme capacidad para ingerir
moléculas tanto solubles como particulas que varian
enormemente ensu tamafio. incluyendo particulas meno-
resde (0.1 u m, o moléculas solubles las cuales se ingie-
renatravés dereceptores, mientras que los polimorfonu-
cleares (PMN) presentan una menor capacidad de inges-
tion relacionada con el tamafio del material ingerido?’.
Sin embargo, el término fagocitosis sigue siendo
empleado por varios autores para denominar al fené-
meno mediante el cual una particula es ingerida, digerida
y finalmente sus productos de la digestion, exocitados.
Existe la tendencia para denominar fagocitosis a la etapa
de ingestion, también llamada internalizacion, sepa-
rando los eventos posteriores del procesamiento del
material fagocitado en las etapas subsecuentes de fusiéon
fagosoma-lisosoma. digestion y exocitosis (fig. 1).

El término endocitosis también ha sido empleado er
diferentes circunstancias y muchos especialistas lo utili-
zan para definir la ingestion de moléculas solubles a
través de receptores especificos y se denomina “endocito-

378

20

sis mediada por receptores”?, que corresponde al tér-
mino usado por otros autores de “pinocitosis mediada
por receptores™ 27, Se han descrito algunas diferencias en
los eventos involucrados en los mecanismos: endocitosis
mediada por receptor, pinocitosis. fagocitosis. Por ejem-
plo, algunos agentes que interfieren en la fosforilacidén
oxidativa y en la respiracidén deprimen la pinocitosis pero
no la fagocitosis. Asimismo, el fluoruro, ¢l iodoacetato y
la 2-desoxiglucosa inhiben la fagocitosis y no la pinocito-
SiSIS 19 27'

En la fagocitosis, conceptualizada como ingestion de
particulas, se distinguen dos fases. La primera es la adhe-
rencia y comprende una serie de interacciones especificas
y no especificas de la particula. con $a superficie externa
de la membrana plasmatica del fagocito. Es un proceso
pasivo de tipo union receptor-ligando que no requiere e
energia. La segunda se caracteriza por la internalizacion
de la particula. Se realiza a través de la fusién de la
membrana plasmatica de la célula fagocitica que rodea la
particula, con la consecuente formacion de la vacuola
fagocitica o fagosoma. Este es un proceso activo, depen-
diente de temperatura y con alto gasto energético!,

La fase de internalizacion se realiza a través de recepto-



res, que para los macréfagos se han determinado: 1. Los
que participan como posoninas a) receptores para la
porcion Fe de IgE, IgA, y varias subclases de I1gG, siendo
estos tiltimos mas importantes. entre los que se encuen-
tran el Fc p RI (CD64) de alta afinidad, y el Fc p RII
(CDw32), asi como el Fc p RIH (CD16), ambos de baja
afinidads ® ! '7; b) receptores para algunas proteinas del
complemento entre los cuales se encuentran CR1(CD35)
para C3b/C4b y CR3 (CDI11b) para C3bi¢ 13. 2. Los que
participan en la adhesion entre células, y que pertenecen a
la superfamilia de las integrinas o adhesinas, como LFA-
1, CR3, p 150.95, fibronectina. laminina, etcétera®. 3.
Otros receptores que participan en la endocitosis y trans-
porte de particulas o moléculas en las células, siendo
éstos, receptores para ligandos como glicoconjugados
con residuos terminales de manosa y/o fucosa, f -
glucanas, glicoconjugados fucosilados, varias lipoprotei-
nas, transferrina, lactoferrina, @ -2-macroglobulinas y
otross.

La interaccién ligando-receptor se lleva a cabo
mediante un mecanismo semejante a una cremallera, en
una porcion localizada en la membrana citoplasmatica.
de tal manera que los receptores del macrofago se van
uniendo a las moléculas complementarias del ligando
(particula o molécula soluble) hasta rodearla por com-
pleto, formandose la vesicula endocitica. Un paso similar
entre fagocitosis y endocitosis (pinocitosis), mediada por
receptores, es el ensamblaje de una proteina fibrosa de
180 000 daltons llamada clatrina, que junto con un poli-
pétido pequefio de 35 000 daltons forman una cobertura
sobre las vesiculas endociticas' 4 & 20 27. En el caso de
pequefias vesiculas endociticas, la clatrina juega un papel
directo en la formacién de la vesicula. En el caso de la
vesicula fagocitica se planteaba que la clatrina no jugaba
un papel importante, sin embargo, Aggeler y Werb! han
demostrado que la mitad de los fagosomas observados
después de un breve periodo de fagocitosis, presentaban
areas asociadas a la clatrina. Aunque no esta muy bien
definido el papel de la clatrina en la fagocitosis, se cree
que esta proteina participa probablemente en el reciclaje
rapido a la membrana plasmatica de los receptores invo-
lucrados en la internalizacién de la particula.

Cuando la particula ha sido englobada por una porcién
de la membrana plasmatica y se ha formado el fagosoma,
ocurre una serie de eventos encaminados a digerirla.
Inicialmente se presenta la acidificacion del fagosoma!s,
posteriormente éste es dirigido al centro de la célula
donde se fusiona con lisosomas primarios, iniciandose asi
el proceso de la digestion (fig. 1).

E Duarte E. y cols.

Los mecanismos mediante los cuales los macrofagos
digieren y eliminan a las particulas o microorganismos
operan de dos maneras separadas durante el proceso
fagocitico: una dependiente y otra independiente de oxi-
geno.

El mecanismo microbicida dependiente del oxigeno
parce ser el de mayor importancia en los macrofagos3 1024,
La mayoria de los macréfagos. a excepcion de los alveo-
lares, utilizan la glicolisis anaerobia como yia para la
obtencién de energia. En esta via los carbohidratos son
convertidos a acido lacteo y no hay consumo de oxigeno.
Durante y después de la fagocitosis, los fagocitos empie-
zan a consumir oxigeno cuando cambian su via de meta-
bolismo de carbohidratos por otra que produce gran
cantidad de energia, como es la via de monofosfato de
hexosa. Los fagocitos pueden incrementar casi 100 veces
su consumo de oxigeno cuando son estimulados para la
fagocitosis. La enzima NADPH-oxidasa, intimamente
relacionada a esta via, puede estar asociada fisicamente
con receptores para quimioatrayentes, complejos inmu-
nes, lectinas, o por adyuvantes que estimulan la via oxi-
dativa del metabolismo del oxigeno de los fagocitos (fig.
1).

La NADPH-oxidasa reduce al oxigeno (O,)del medioa
radical superéxido, O3, adicionando un electrén, ejemplo

0:0- se convierte a :0: 0-
El anién superdxido lleva una carga negativa y tiene un
electron no apareado que lo vuelve mas reactivo. Elanidn
superoxido por si solo es poco téxico, pero facilmente se
convierte en otros derivados del 6xigeno muy letales. La
enzima superéxido dismutasa (SOD) atrapa radicales
superdxido y, a través de la adicion de protones de hidro-
geno, da como resultado peroxido de hidrégeno y oxi-
geno Unico (singlete de oxigeno) a través de la reaccion:

SOD
‘03 + 05 + 2H *———H,0, +" 0,

La posicion de los electrones en el peréxido de hidré-
geno es H O O H de tal modo que cada dtomo de oxigeno
tiene una orbita completa de electrones. El oxigeno tnico
tiene el mismo nimero de electrones que el oxigeno
normal, pero los electrones no apareados rotan en direc-
ciones opuestas, uno con relaciéon al otro. El oxigeno
unico es un estado excitado de oxigeno conalta energia y
puede disipar su exceso de energia por cambios térmicos
o por la emision de luz. La liberacion de luz es una
caracteristica importante de los fagocitos estimulados. Fl
fenémeno, denominado quimioluminiscencia, proviene
de las especies excitadas de oxigeno, principalmente del
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oxigeno unico, ¢l cual se produce en dos formas: Sigma
10, que posee electrones antiparalelos en diferentes
orbintas y Delta O, donde los electrones antiparalelos se
encuentran en la misma drbita. Cuando estas dos formas
retornan a su estado energético original, liberan energia
en forma de fotones.

Otra forma téxica de oxigeno es el producido dentro de
los fagocitos cuando el H,0, reacciona con los radicales
superoxido en presencia de fierro. Los productos son:
oxigeno, i6n hidroxilo y radical hidroxilo.

‘03 + H,0, ———» 0, + OH™ + "OH

El radical hidroxilo es producto de una reduccidn de
electrones de H,0, y es el oxidante mas potente que se
produce en los ststemas biologicos. Se considera como un
participante importante en la muerte intrafagocitica.

En los granulocitos (polimorfonucleares. eosinofilos y
basé6filos) la toxicidad de los metabolitos reactivos de
oxigeno aumenta considerablemente por la reaccion
catalitica de la enzima mieloperoxidasa (MPO).-La MPO
cataliza la reaccion de H,0, a ién hipoclorito:

H,0, + CI MPO ____ , H,0+oOCI-

El hipoclorito por si solo es un poderoso agente micro-
bicida. También es precursor de las cloraminas, que son
un grupo de halégenos oxidados con accidn microbicida
y se forman por la reaccién de hipoclorito con amonio o
aminas.

OCI" + RNH; — > RNH,Cl + OH~

Aunque los macrofagos no tienen mieloperoxidasa, se
cree que la catalasa puede actuar de manera similar y
posiblemente éstos utilicen peroxidasa proveniente de
granulocitos para intensificar su accion microbicidal® 24,

Los mecanismos independientes de oxigeno han sido
menos estudiados, éstos incluyen los bajos valores de pH
intravacuolar que se alcanza al acumularse productos del
metabolismo de carbohidratos, y la actividad de diversas
enzimas hidroliticas que activan a estos valores de pH
bajo, en los lisosomas de las células fagociticas. El conte-
nido de los lisosomas confiere a las células fagociticas su
capacidad microbicida y digestiva. Parte del contenido
de los granulos lisosomales son: a) enzimas hidroliticas-
fosfatasa acida, ribonucleasa acida, desoxirribonucleasa
dcida, aril sulfatasa A y B, catepsinas B, C, D y E,
colagenasa, 3 - glucuronidasa, a-L-fucosidasa, a-1, 4-
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glucosidasa, a-N-acetilglucosaminidasa, a-N-acetil-
galactosaminidasa, hialuronidasa, fosfolipasa, lipasa
acida, p-galactosidasa. a-manosidasa, citocromo C-
reductasa y lisozima; b) oxidasas-mieloperoxidasa y
otras oxidasas; ¢) otros constituyentes pirogenos endoge-
nos, activador del plasmindgeno. hemolisinas, fagociti-
nas, proteinas cationicas, proteinas basicas promotoras
del aumento de la permeabilidad vascular,: etcétera.
Cabe mencionar que este contenido caracteriza funda-
mentalmente los lisosomas de leucocitos polimorfonu-
cleares??, los macréfagos poseen muchos de éstos y otros
componentes.

Ademas de las actividades realizadas durante el proceso
fagocitico y de ser una célula presentadora de antigeno, el
macrdfago tiene un alto potencial para la secrecién de
moléculas o productos bioldgicos como: factores del
complemento (C,, C,, C;, C;, Cs, factor B, factor D,
properdina, C;b INA y 1H); inhibidores enzimaticos
como la a-2 macroglobulina; metabolitos del 4cido ara-
quidénico como prostaglandinas (E,), leucotrienos (B,,
C,. D,), tromboxanos, factor inhibidor de plaquetas,
ademas de proteinas con actividades bioldgicas diversas
como interleucina |, interleucina 6, factor de necrosis

tumoral, -interfon, fibronectina, etcétera.
A pesar de que se conocen diferentes aspectos del pro-

ceso fagocitico, existen aun muchos interrogantes. Se
discute, por ejemplo, el papel del calcio libre intracelular
(Ca? )iy se piensa que éste actiia como segundo mensa-
jero en las funciones fagociticas, incluyendo, quimiota-
x1s?%, internalizacion®® y degranulacién?®, Varios
estimulos de superficie disparan mecanismos en los que
participa el calcio. En los mecanismos oxidativos de los
fagocitos, se considera que el calcio aumenta la actividad
de la enzima responsable de la produccion de peréxido de
hidrégeno?? 29,

Elavance obtenido en la medicion del Ca? libre intrace-
lular por métodos fluorescentes!? permitioé expresar los
niveles de éste durante eventos celulares, como la interna-
lizacion, en distintos tipos de células, sin embargo, los
resultados son algunas veces contradictorios.

Parece ser que existe una distribucion de calcio libre
intracelular que esta relacionada con diferentes funciones
de las regiones donde se concentra. Se¢ ha visto que hay
aumento de calcio libre intracelular en la internalizacién
de particulas y en la locomocién del fagocito. Los cam-
bios de [Ca? ]i ocurren dentro de la célula en las regiones
donde se van a llevar a cabo estas funciones importantes?*,

Se ha demostrado que la extensidn de neutrofilos huma-
nos esta precedida por un aumento en la concentracion



de calcio libre intracelular y se ha postulado que éste
actia como un modulador de las funciones del citoesque-
leto y de la movilidad de las células'?. Un nimero impor-
tante de proteinas asociadas a actina, que se encuentran
en macréfagos y neutrofilos, estan regulados por calcio?!.

El mecanismo por el cual la unién a un receptor es
transducida a una sefial que genera la formacién de
pseuddpodos del fagocito no se conoce; sin embargo,
evidencias bioquimicas postulan que se aumentan los
gradientes de iones calcio en el citoplasma periférico, por
interaccion con proteinas contractiles, y se inicia el pro-
ceso de internalizacion?'.

Dos mecanismos receptor-especificos operan en la
membrana plasmatica del fagocito, uno que reconoce a
los fragmentos C;b/bi del complemento y otro, al frag-
mento Fede la inmunoglobulina G*°. Existen evidencias
de que la fagocitosis mediada por estos receptores difie-
re en el ndmero y naturaleza de las sefiales intracelulares
generadas’ 32 3%, Lew y cols.'* han postulado. en neutrofi-
los humanos, dos mecanismos de fagocitosis, uno depen-
diente de [Ca? T]i y que modula la fagocitosis disparada
por la activacidn del receptor Fcy el otro independiente de
[Ca2t]idebido a la activacion de los receptores Cyb/bi. Sin
embargo, McNeil y cols.!* no hanencontrado que el Ca?

E. Duarte E. y cols.

libre intracelular intervenga en la fagocitosis mediada por
receptor Fc. Ellos sugieren que el Ca2 1 no esta involu-
crado en la sefial citoplasmatica para el fagocito, o bien,
queelaumento de{Ca2+]iestd confinado a algunas regio-
nes del citoplasma a niveles muy bajos que limitan su
deteccion. Asi. por los resultados controvertidos, la par-
ticipacion del calcio en algunas etapas de la fagocitosis

queda en entredicho.
Por diferentes medios y estrategias. los parasitos intra-

celulares han desarrollado mecanismos que les permiten
escapar de la destruccion en diferentes etapas del proceso
fagocitico, ya sea por: impedir su reconocimiento y adhe-
rencia; inhibir la fusién fagosoma-lisosoma; escapar del
fagolisosoma; crear resistencia a la accion de enzimas
liticas; escapar al efecto letal de las especies oxigeno
toxicas a través de la inhibicidn de la produccién de
metabolitos reactivos de oxigeno, de la neutralizacion de
sus efectos toxicos o de la prevencionde la interaccion del
parasito con los metabolitos téxicos® 3!,

Siendo la fagocitosis un proceso celular altamente espe-
cializado y complejo, para entender la relaciéon fagocito-
/parsito es necesario el esclarecimiento de sus
mecanismos mas intimos. razén por la cual esta linea de
estudio representa un reto para muchos investigadores.
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