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Fig. 32.- Granulocito neutr6filo obtenido por filtracién. En un
polo de la célula se observan diversos "microvilli'" formando una
malla que en su seccibén transversal semeja los cuerpos multivesi-

culares (flecﬁaJ. (Aumento original 10.000x)
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Fig. 33.- Granulocito neutr6filo obtenido por filtracidén. Obsér-

vese diversos '"'microvilli" y zonas citoplasmdticas extensamente

desgranuladas. (Aumento original 8.000x).
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Fié. 24 - Craﬁulocito'neutréfiio obten.: por centrifugacibén. Se
advierte claramente el desplazamiento centrifugo de la mayoria de
los granulos. (Aumento original
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Fig. 35.- Granulocito neutréfilo procesado por filtracidn. Resaltan
diversas formaciones Vesiculares submembranosas formadas durante

el inicio de la adherencia al filtro. Obsérvese la integridad
celular. (Aumento original 10.000x)
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6.2. ESTUDIO FUNCIONAL DE LOS GN DEL GRUPO CONTROL

6.2.1. Quimiotactismo.- En la Tabla XII se exponen los

resultados de la quimiotaxis (A) y de la movilidad al azar (B)
con 33 individuos sanos, con una incubacién de 3 horas. Vienen
expresados en: distancia recorrida (A y B), indice quimiotdctico
(A/B), desplazamiento diferencial (A-B) y velocidad de migracién
0 quimiocinesis (A/t y B/t) frente a cuatro factores quimiotic-
ticos. Atendiendo a la distancia recorrida los valores de quimio-

taxis (A) mds elevados se han obtenido empleando el suero

3 A . el
pm) y el suero activado con zimosin

autdlogo (1,37 + 0,24 x 10
(1,52 + 9,27 x 103 pm) . Los valores obtenidos con el sobrena-
dante del cultivo de Klebsiella (0,91 + 0,30 x 103 pm) y con el
suero autblogo activado con dicho sobrenadante (1,13 + 0,35 x
103 pm) han sido algo inferiores. La movilidad al azar (B)
muestré unos resultados muy similares en los cuatro ensayos Yy,
como corresponde, inferiores a los de la quimiotaxis (Tabla
XIII).

En las figuras 36 y 37 se presenta la distribucién de 1los
valores de quimiotaxis y de movilidad al azar en los 33 sujetos
normales. Los histogramas representan las frecuencias (multi-
plicadas por la desviacién estidndar) de las distancias recorri-

das por los GN de los sujetos estudiados. Los citados histogra-

mas se contrastan con la distribucién normal teérica.
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LA XIII

MIOTACTISMO Y MOVILIDAD AL AZAR DE LOS GN DEL GRUPO CONTROL

S K S + Z S + K CONCEN-
TRACION
Q A Q A Q A Q A DESN
x107/ul
1,36 0,52 0,93 0,45 1,52 0,52 1,19 0,48 80
1,34 0,45 1,13 0,40 1,82 0,47 1,54 0,46 35,25
1,47 0,32 0,73 0,33 1,56 0,35 0,99 0,31 30
1,58 0,42 1,04 0,42 1,68 0,56 1,52 0,47 39,7
1,39 0,29 0,89 0,33 1,47 0,33 1,05 0,30 40
1,50 0,48 0,86 0,49 1,67 0,51 1,24 0,49 53,12
0,90 0,20 0,65 0,13 1,10 0,40 0,81 0,27 46,55
1,28 0,49 0,76 0,32 1,89 0,36 1,26 0,45 40
1,24 0,18 0,47 1,59 0,13 0,62 0,38 88
1,34 0,27 0,54 0,29 1,54 0,31 0,88 0,33 51
1,36 0,38 0,79 0,46 1,61 0,43 1,03 0,39 44,2
1,54 0,27 0,67 0,24 1,59 0,36 0,86 0,25 36,5
1,54 0,40 0,68 0,25 1,79 0,30 0,97 0,29 44,5
1,52 0,23 0,62 0,35 1,76 0,30 0,88 0,33 48,4
1,26 0,54 1,00 0,28 1,70 0,48 1,14 0,36 77,8
1,08 0,43 0,86 0,43 1,46 0,58 0,72 0,25 66,8
0,79 0,19 0,27 0,15 1,07 0,14 0,21 0,17 60
1,45 0,42 61
1,85 0,53 0,60 0,25 2,00 0,48 0,96 0,39 72
1,68 0,46 1,52 0,57 1,57 0,48 1,53 0,44 64,6
1,28 0,39 1,21 0,28 1,46 0,42 1,50 0,42 90
1,44 0,32 1,21 0,21 1,76 0,34 1,88 0,35 44
1,76 0,38 1,28 0,24 1,94 0,28 1,67 0,40 75,4
1,68 0,48 1,38 0,34 1,83 0,40 1,52 0,53 72
1,52 0,31 0,81 0,32 1,37 0,39 1,37 0,31 65,2
1,33 0,64 1,20 0,58 1,35 0,60 1,43 0,63 55,8
0,94 0,96 1,07 0,70 1,11 0,73 0,95 0,73 92,6
1,21 0,26 1,19 0,26 1,03 0,24 77,6
1,30 0,30 1,38 0,30 1,14 0,28 62
0,92 0,18 1,00 0,21 0,93 0,17 78,8
1,26 0,50 0,78 0,42 1,28 0,48 1,00 0,48 78,4
1,27 0,41 1,54 0,39 61
1,60 0,40 1,43 0,58 1,00 0,25 1,32 0,34 50
31 31 29 28 33 33 31 31 33
1,37 0,39 0,91 0,36 1,52 0,39 1,13 0,38 60,6
£k * * + * * * *
0,24 0,13 0,30 0,14 0,27 0,13 0,35 0,12 17,38
3

resultados se expresan en p x 10
suero; K = sobrenadante de cultivo puro de Klebsiella; S + Z = suero
.vado con zimosadn; S + K = suero activado con sobrenadante de cultivo
y de Klebsiella

quimiotactismo; A = movilidad al azar

+ S de todos los valores de movilidad al azar (n = 123)= 0,38 + 0,13
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Fig. 36.- Distribucién de los valores de la quimiotaxis en

33 sujetos normales frente a cuatro factores quimiotdcticos. En

linea discontinua estid representada la distribucién normal y
sobrenadante de cultivo puro

"tedrica. S =

de Klebsiella, S + K

suero autblogo; K =
suero autblogo activado con sobrenadante

suero autdlogo activado

de cultivo puro de Klebsiella; S + Z =

con zimosén.
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Fig. 37.- Distribucién de los valores de 1la movilidad al azar

en 33 sujetos normales. En linea discontinua estd represen-

tada la distribucidén normal tebrica.
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6.2.2. Ingestidén de particulas de bactolitex y reduccidn

del NAT (método citoquimico).- Los resultados de 34 sujetos
normales estdn expresados en la Tabla XIV. La ingestién de par-
ticulas de bactoldtex a los 15 minutos de incubacién ha sido
positiva en el 98,44 + 2,26% de los granulocitos. La reduccién
del NAT se ha objetivado en el 91,47 + 5,89 de estos granulo-

citos que habian ingerido 1l4&tex.



TABLA XIV .
INGESTION DE PARTICULAS DE BACTOLATEX Y REDUCCION DEL NAT (METODO 124
CITOQUIMICO) POR LOS GN DEL GRUPO CONTROL

L+ L+ NAT+ L+ NAT-

MTC 97 82 18
EBA 100 80 20
JBM 96 87 13
MJV 100 100 0
RIM 99 93 7
CGO 100 96 4
JGC 100 95 5
FTM 100 98 2
NCC 100 96 4
CPF 100 98 2
JCB 100 96 4
ECP 95 97 3
JFH 95 95 5
EFA 94 96 4
FJV 98 95 5
MAG 99 98 2
JPR 100 99 1
MGO 95 85 15
MMH 100 87 13
MGJ 98 89 11
EMD 99 98 2
IEA 100 92 8
ACY 100 80 20
AAN 100 93 7
JJT 100 92 8 _
AGV 99 93 7 o
PDN 99 88 12
FRN ’ 98 82 18
FLA 98 88 12
TNM 94 83 17
PNF 91 84 16
STA 100 .80 10
NCA 100 93 7
LAN 99 92 8
N°de casos 34 34 34
X+s 98,44 + 2,26 91,47 + 5,89 8,53 + 5,89

Los resultados se expresan en porcentaje de GN que han ingerido
un nGmero de particulas de l4dtex igual o superior a 10 (GN ldtex posi-
tivo); porcentaje de GN que ademids de haber ingerido dicho nidmero de
Particulas, reducen el NAT a formazidn (GN 14tex positivo y NAT positi-
vo) y porcentaje de GN que habiendo ingerido un nGmero de particulas
de 1dtex igual o superior a 10 no reducen el NAT (GN l4tex positivo
Y NAT negativo)
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6.2.3. Reduccién del NAT (método colorimétrico).- Se ha

determinado en 40 casos. A los 13 minutos la reduccién del

NAT espontidnea o en reposo, es decir, por aquellos granuloci-

tos sin fagocitar, ha sido de 0,100 + 0,060, expresado en
diferencia de densidad éptica x 2,5 x 106 GN/minuto (Tabla XV).
La reduccibn del NAT activado, es decir, por los granulocitos
fagocitando particulas de zimosdn, ha sido de 0,400 + 0,120,
expresado del mismo modo. En las figuras 38 y 39 estdn repre-
sentados, en forma de histogramas, los valores obtenidos en los
40 sujetos. En raya discontinua esti representada la distribucién
normal tedrica.

En la figura 40 pueden observarse todos los valores ob-
tenidos, tanto en reposo como tras la activacién de los GN con
zimosan. Cada valor en reposo estid unido con su correspondiente
después de la activacién de los GN. Obsérvese cémo los valores
correspondientes a los GN activados son prédcticamente en todos
sensiblemente mayores que en la fase de reposo. En la figura 41
estidn representadas las medias y valores extremos en ambos

casos.



TABLA XV A -126
REDUCCION DEL NAT (METODO COLORIMETRICO) POR LOS GN DEL GRUPO CONTROL

ESPONTANEA ACTIVADA
‘AAA 0,378
"JGF 0,383
FCL 0,257
EFF 0,438
MRP 0,302
JBC 0,100 0,313
FCA 0,231
MSL 0,054 0,424
CAC 0,078 0,244
CAL 0,157 0,370
MFB 0,092 0,156
RBS 0,244
EBA 0,060 0,523
BRR 0,127 0,298
JBM 0,105 0,537
MJIV 0,113 0,279
RIM 0,143 0,533
CGO 0,126 0,390
JGC 0,419
FTM 0,241 0,293
NCC 0,135 0,413
CPF 0,129 0,398
JCB 0,173 0,371
ECP 0,052 0,435
JFH 0,176
MMT 0,150 0,405
EFA 0,100 0,667
EMJ 0,035 0,607
FJV 0,000 0,364
MAG 0,091 0,440
JPR 0,000 0,351
MGO 0,051 0,500
MMH 0,079 0,430
MGJ 0,033 0,342
EMD 0,065 0,534
IEA 0,157 0,457
ACV 0,017 0,640
AAN 0,045
JJT 0,048 0,338
JVC 0,048 0,293
JPD 0,110 0,280
EAT 0,064 0,161
AGV 0,139
PDN . 0,120
FRN 0,072 0,618
FLA 0,177 0,471
N°de casos 40 40
X+5S 0,100 + 0,060 0,400 + 0,120

6

Los resultados se expresan en DO x 2,5 x 10" GN/min
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REDUCCION DEL NAT ESPONTANEA
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Fig. 38.- Reduccibén del NAT espontdnea en 40 sujetos normales.
En 1linea discontinua estid representada la distribucién normal

tebrica.
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REDUCCION DEL NAT ACTIVADA
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REDUCCION DEL NAT
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Fig. 40.- Representacién de todos los valores de reduccidén del
NAT, espontidnea y activada en los sujetos normales. Cada valor en
reposo estd unido con su correspondiente en activacidn.
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REDUCCION DEL NAT
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Fig. 41.- Representacidén de los valores extremos de reduccidn
del NAT en los sujetos normales. Las medias de cada caso (esponté-
nea y activada) estdn unidas por una linea gruesa.
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6.2.4. Produccidén de radical super6xido.- Ha sido deter-

minada en 36 sujetos mediante la reduccién del citocromo C,
con un valor medio (media del de los 5, 10 y 15 minutos) de
3,62 + 1,11 nanomoles de citocromo C reducido/minuto/106GN
(Tabla XVI).

En la figura 42 estdn representados en forma de histogra-
mas todos los valores correspohdientes a los sujetos estudiados.
Asimismo, en trazo discontinuo, figura la distribucién normal

tebrica.



TABLA XVI -132
PRODUCCION DE RADICAL SUPEROXIDO POR LOS GN DEL GRUPO CONTROL
5 minutos 10 minutos 15 minutos media
BRR 8,57 4,47 6,51 6,52
REA 5,02 4,66 5,68 5,12
JGJ 4,88 2,91 4,07 4,29
GFG 2,30 1,66 2,80 2,26
MPB 2,49 4,45 4,86 3,94
ARM 5,25 4,14 4,78 4,73
JVH 2,31 3,27 2,69 2,76
NEV 0,76 3,13 2,97 2,29
CCM 7,72 4,17 3,19 5,03
EHM 3,04 2,94 2,97 2,99
EEA 4,63 2,49 2,02 3,05
JCF 3,61 4,37 3,61 3,87
CEM 0 4,44 2,62 2,36
EFF 3,20 4,18 3,91 3,77
MRP 1,72 3,53 3,27 2,84
JBC 3,74 4,71 3,50 3,99
FCA 3,56 3,47 3,56 3,53
MSL 3,56 4,54 3,20 3,77
CAC 2,53 2,14 2,85 2,50
MFB 3,90 3,74 2,55 3,40
MTC 4,42 3,96 3,57 3,98
BRR 5,62 6,78 5,61 6,00
JBN 4,45 2,78 5,11 4,11
CGO 4,34 5,91 6,43 5,56
NCC 4,91 3,54 1,36 3,27
JCB 2,70 2,86 1,67 2,41
ECP 3,12 4,99 4,77 4,29
JFH 3,14 4,61 4,97 4,24
EFA 3,45 2,27 1,67 2,46
EMJ 2,66 1,77 1,84 2,09
YAG 2,99 3,28 2,44 2,90
YMH 3,99 4,41 2,43 3,61
UGJ 3,84 2,73 2,10 2,89
AGV 5,88 4,32 3,65 4,61
[NM 2,52 2,43 2,40 2,45
’NF 6,24 4,22 3,23 4,56
V°de casos 36 36 36 36
(+S 3,81 + 1,71 3,76 + 1,11 3,47 + 1,34 3,68 + 1,11

Los resultados se expresan en nM/min/10

GN
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REDUCCION DEL CITOCROMO C
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Fig. 42.- Distribucién de los valores de reduccidn del citocromo
C en 36 sujetos normales. En linea discontinua estd representada

la distribucién normal tefrica.
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6.2.5. Yodacibén.- Esta técnica se ha llevado a cabo en
44 sujetos normales, con un valor medio de los 10 y 20 minutos,
de 11,24 + 3,81 nanomoles de yodo incorporado/hora/1O7GN
(Tabla XVII).

Como en los casos anteriores, en la figura 43 estédn
representados los valores reales en forma de histogramas

(frecuencia x desviacién estdndar) y la curva de distribucién

normal tedrica.



TABLA XVII ' -135
VALORES DE YODACION EN LOS GN DEL GRUPO CONTROL

10 minutos 20 minutos media
MSR 7,27 12,75 10,01
ASM 5,27 13,23 9,25
ASC 6,98 7,15 7,06
FCL 14,42 22,98 18,60
GFG 8,70 13,88 11,29
JCD 11,15 17,08 14,11
MCA 7,39 8,48 7,93
ARM 9,96 9,32 9,64
JVH 7,85 11,97 9,91
MVV 6,83 7,44 7,13
NFV 14,51 22,11 18,31
TRF 12,06 18,20 15,13
MHG 7,92 12,11 10,01
CCM 11,21 16,82 14,01
EHM 9,83 14,61 12,22
EEA 11,10 11,57 11,38
JCF 7,99 9,94 8,96
CEM 7,84 10,12 8,98
EFF 7,20 6,86 7,03
MRP 7,03 9,96 8,49
JBC 8,68 13,27 10,97
FCA 11,79 13,48 12,63
MSL 4,42 6,90 5,66
CAR 8,06 10,99 9,52
MFB 8,40 10,13 9,26
EBM 9,24 9,83 9,53
MTC 8,72 8,76 8,74
BRR : 19,70 18,40 19,05
MJV 13,05 14,58 13,81
RJM 21,45 18,94 20,19
MMT 6,66 9,66 9,16
EFA 10,51 13,61 12,06
EMJ 4,98 6,38 5,68
FJV 8,79 8,75 8,77
MAG 7,83 9,58 8,70
JPR 8,51 6,97 7,74
MGO 10,40 7,29 8,84
MMH 17,86 16,48 17,17
EMD 14,96 22,09 18,52
JJT 7,88 10,07 8,97
JVC 12,97 13,67 13,32
DTF 7,80 10,33 9,06
EAT 15,72 16,01 15,86
PDN 12,13 13,34 12,73
N°de casos 44 44 44
X +S 10,07 + 3,75 12,41 + 4,34 11,24 + 3,81

Los valores se expresan en nM/hora/TO7 GN
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Fig. 43.- Distribucién de los valores de yodacidén en 44 sujetos
normales. En linea discontinua estd representada la distribucién

normal tebrica.
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6.3. FUNCIONALISMO DE LOS GN OBTENIDOS POR EL PROCEDIMIENTO
DE FILTRACION (Tablas XVIII, XIX, XX, XXI y XXII)

6.3.1. Quimiotactismo.- Los GN(FL) mostraron, respecto

al grupo control, una disminucidén del quimiotactismo frente a
suero, suero activado con zimosin y suero activado con sobre-
nadante de cultivo puro de Klebsiella, aunque solo fue significa-
tiva frente a suero (1,24 + 0,4 pm X 103; p < 0,05) y frente

a suero activado con zimosan (1,16+ 0,25 y 1,52 + 0,27;

p < 0,0005). Frente a sobrenadante de cultivo puro de Klebsiella,
los GN(FL) mostraron una mayor capacidad de desplazamiento res-
precto al grupo control, aunque no de forma significativa

(Tabla XXIII).

6.3.2. Movilidad al azar.- La movilidad al azar fue signi-

ficativamente inferior en los GN(FL) que en el grupo control

(0,33 + 0,18 y 0,38 + 0,13; p < 0,02) (Tabla XXIV).
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BLA XVIII

QmMIOTACTISMO DE LOS GN OBTENIDOS POR EL PROCEDIMIENTO DE FILTRACION

Concentracidn
S K S + 1 S+ K N (x105 h1)
A D A D A D A D A D
| 1,27 1,01 1,46 0,48 52
Ve 1,82 1,43 0,73 0,46 2,14 1,57 1,19 0,61 58,2 51,4
PE 1,21 1,21 0,50 1,57 75 75
LS 1,81 1,14 1,78 1,28 1,88 1,14 1,64 1,39 94,4 118
G 2,28 2,28 1,57 2,78 2,21 1,43 80 80
PA 1,10 1,11 1,08 0,96 1,08 1,08 1,07 1,07 70 S0
NG 1,01 0,88 0,57 1,16 0,67 0,88 0,71 54 22
M 0,82 2,14 50 41,8
HC 1,21 0,92 1,14 0,98 53,4
R 1,07 1,28 40,4
T 1,61 1,30 1,61 1,55 1,54 1,35 1,51 1,10 72,8 60,4
M 1,30 1,14 1,35 60
GF 1,47 1,14 1,41 1,23 80
ES 1,46 1,14 1,39 1,33 63
\CHF 0,92 1,14 1,00 0,78 1,00 1,02 0,85 0,97 55 60
MSC 1,82 1,60 0,85 1,95 1,77 0,85 70 65
AH 1,00 0,85 0,64 1,00 0,71 0,89 70 70,4
ISP 0,85 1,13 0,90 0,97 0,92 1,16 1,11 1,30 75 70
VM . 0,87 1,17 1,09 _ 90
G 1,50 0,85 1,04 1,14 1,39 0,92 1,41 52 70
.G 1,46 1,15 1,51 1,40 75 65
RA 1,30 1,16 1,26 0,95 1,35 1,21 1,35 1,08 75 88
CC 1,50 1,38 1,12 1,17 1,38 1,32 1,38 1,46 47 53
CC 1,19 0,89 0,71 - 1,43 1,14 1,19 1,00 60 71
CT 1,23 1,03 1,35 1,32 80
v 1,10 0,92 1,14 1,01 77
FC 1,28 1,01 1,38 1,041 70
AP 1,26 1,07 1,32 1,28 68
de casos 23 12 25 16 26 14 22 15 26 19

1,40% 1,24 1,16* 0,97 - 1,50* 1,16 1,28*% 1,11 65,7 66,76
+

X ’ H b4 H
+S + + + + + + + +

0,31 0,14 0,32 0,32 0,35 0,25 0,33 0,27 13,3 19,89

S Los resultados se expresan en um X 103

a='sueo; K = sobrenadante de cultivo puro de Klebsiella; S + Z = suero
‘tivado con zimosan; S + K = suero activado con el sobrenadante de cultivo
iro de Klebsiella

1= antes del proceso de leucaféresis pero después de haber administrado

i medicacién a los donantes; D = después del proceso de leucaféresis

*\

sX + S de los valores de quimiotactismo de todos los donantes antes de ser
thtidos a ambos procesos de leucaféresis frente a los cuatro quimioatrac-
intes., Para S, n=40, K, n=43, S+Z, n=43; S+K, n=39

ljr
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TABLA XIX

MOVILIDAD AL AZAR DE LOS GN OBTENIDOS POR EL PROCEDIMIENTO DE FILTRACION

S K S + 2 S + K

A D A D A D A D
EM 0,31 0,32 0,29 0,32
LVC 0,50 0,23 0,51 0,25 0,48 0,21 0,64 0,21
MPE 0,35 0,28 0,35 0,35
PLS 0,64 0,14 0,50 0,10 0,35 0 0,64 0,30
MNG 0,50 0,07 1 0,46 0,14
MPA 0,67 0.78 0,87 1,07 0,88 0,60 0,82 0,66
JVG 1,02 0,86 0,57 1,03 0,57 1,02 0,64
JAM 0,26 0,28
AMC 0,35 0,23 0,28 0,21
RHR 0,19 0,17
JT 0,41 0,34 0,38 0,33 0,45 0,35 0,33 0,28
AGM 0,23 0,42 0,28
JGF 0,51 0,47 0,55 0,45
JES 0,41 0,50 0,42 0,40
ACHF 0,21 0,23 0,28 0,21 0,21 0,22 0,21 0,19
IMSC 0,83 0,78 0,21 0,80 0,77 0,14
EAH 0,14 0,28 0,21 0,32 0,14 0,25
MSP 0,28 0,33 0,27 0,30 0,17 0,33 0,25 0,36
EVM 0,26 0,32 0,24
RG 0,33 0,22 0,38 0,25 0,35 0,26 0,37
RLG 0,41 0,42 0,41 0,47
GRA 0,48 0,28 0,42 0,30 0,48 0,28 0,40 0,29
CCC 0,35 0,45 0,37 0,40 0,42 10,37 0,42 0,42
FCC 0,35 0,32 0,28 0,33 0,21 0,35 0,23
JGT 0,35 0,32 0,42 0,39
AAV 0,32 0,25 0,42 0,21
IFC : 0,48 0,44 0,50 0,51
JAP 0,38 0,35 , 0,39 0,39
N°de casos 23 12 24 16 26 14 22 15
- 0,44% 0,34 0,44% 0,33 0,44%* 0,33 0,44%* 0,32
X + 8 + + + + + + + +

0,20 0,16 0,20 0,23 0,20 0,17 0,20 0,16

Los resultados se expresan en p X 103
= suero; K = sobrenadante de cultivo puro de Klebsiella; S + Z = suero

ictivado con zimos4n; S + K = suero activado con el sobrenadante de
Cultivo puro de Klebsiella
A= antes del proceso de leucaféresis pero después de haber administrado
a2 medicacidén a los donantes; D = después del proceso de leucaféresis

X + s de los valores de movilidad al azar de todos los donantes antes
de ser sometidos a ambos procesos de leucaféresis ( n = 164)
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LA XX

NGESTION DE PARTICULAS DE BACTOLATEX Y REDUCCION DEL NAT (METODO
(ITOQUIMICO) POR LOS GN OBTENIDOS POR EL PROCEDIMIENTO DE FILTRACION

L+ L+ NAT+ L+ NAT-
A D A D A D
3J 100 84 100 97 0 3
M 99 59 95 98 5 2
iC 99 99 96 98 4 12
PE 99 94 86 90 14 10
1S 100 99 90 98 10 2
NG 99 90 93 93 7 7
mCT 100 88 12
PA 99 82 70* 64% 30% 36%
V6 99 97 70% 58% 30% 42*%
M 97 97 73% 69 27% 31
e 100 99 99 93 1 7
T 100 93 80 82 20 18
oM 99 87 13
GF 100 98 2
ES 97 98 91 98 9 2
CHF 99 99 97 96 3 4
MSC 99 91 91 89 9 1
A 99 99 100 100 0 0
SP 100 . 99 1 .
WM 98 97 98 93 2 7
6 100 100 97 91 3 9
LG 98 95 98 96 2 4
RA 100 98 97 99 3 1
(C 100 100 94 75 6 25
(C 100 93 98 89 2 11
FC 100 92 99 99 1 1
AP 100 97 95 85 5 15
‘le casos 27 23 24 21 24 21
9Q** 93,57 94,46 91,33 5,54** 8,19
+S + + + + + +
3,48 3, 95 4,77 8,14 4,77 8,29

Los resultados se expresan en porcentaje de GN que han ingerido un n-
ro de particulas de l4tex igual o superior a 10 (GN ldtex positivo);
‘rfcentaje de GN que ademds de haber ingerido dicho nfimero de particulas
®ducen el NAT a formazin (GN 14tex positivo y NAT positivo) y porcentaje
*GN que habiendo ingerido un nGimero de particulas de l4dtex igual o su-
rior a 10 no reducen el NAT (GN 1l4tex positivo y NAT negativo)

* antes del proceso de leucaféresis pero después de haber administrado
i medicacidén a los donantes; D = después del proceso de leucaféresis
Valores excluidos por ser superiores a X * 3s

X + s de los valores de ingesti6n de particulas de bactoldtex y de
*uccIén del NAT en todos los donantes antes de ser sometidos a ambos
"ocesos de leucaféresis. Para L+, n=44; L+NAT+, n=39; L+NAT-, n=39

%
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TABLA XXI

REDUCCION DEL NAT (METODO COLORIMETRICO) POR LOS GN OBTENIDOS POR
gL, PROCEDIMIENTO DE FILTRACION

ESPONTANEA ACTIVADA
A D A D
IBJ 0,357 ! 0,101 0,409 0,127
EM 0,062 0,235 0,256 0,597
LVC 0,044 0,000 0,735 0,369
MPE 0,051 0,010 0,343 0,340
PLS 0,062 0,102 0,511 0,355
MNG 0,022 0,320 0,497
MTCT 0,111 0,725
MPA 0,063 0,113 0,262 0,395
JVG 0,012 0,152 0,407 0,468
JAM 0,065 0,040 0,318 0,292
AMC 0,010 0,037 0,247 0,365
RHR 0,115 0,346
JT 0,478% 0,268 0,761 0,505
AGM 0,048 0,549
JGF 0,137 0,495
JES 0,071 0,028 0,395 0,260
ACHF 0,025 0,071 0,301 0,473
JMSC 0,437%* 0,140 0,440 0,292
EAH 0,389 0,189 0,518 0,297
MSp ' 0,283 0,181 0,564 ' 0,351
EVM 0,184 0,233 0,169 0,268
RG 0,079 0,117 0,355 0,442
RLG 0,012 0,155 0,524 0,575
GRA 0,044 0,123 0,613 0,597
CccC 0,068 0,023 0,597 0,326
FCC 0,026 0,166 0,359 0,466
IFC 0,160 0,108 0,499 0,650
JAP 0,051 0,117 0,313
N°de casos 26 23 28 23
T+ 5 0,110%* 0,120 0,490%%* 0,400
- + + + +
0,100 0,070 0,170 0,120

Los valores se expresan en DO x 2,5 x 106GN/min
A = antes del proceso de leucaféresis pero después de haber administrado
la medicacién a los donantes
D = después del proceso de leucaféresis _
valores exluidos por ser superiores a x — 3s
X + s de los valores de reduccién espontidnea del NAT de todos los

donantes antes de ser sometidos a ambos procesos de leucaféresis (n=43)
*#%# ¥ + s de los valores de reduccibn activada del NAT de

todos 1o0s donantes antes de ser sometidos a ambos procesos de leucafé-
Tesis (n=46)
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vALORES DE YODACION EN LOS GN OBTENIDOS POR EL PROCEDIMIENTO DE FILTRACION

10 minutos 20 minutos media

A D A D A D
IBJ 17,09 8,91 28,94 11,90 28,01 10,40
EM 39,12 37,62 40,23 36,96 39,67% 37,29%*
LvVC 15,76 8,75 19,66 8,84 17,71 8,79
MPE 7,80 3,33 14,17 3,06 10,98 3,19
PLS 11, 31 6,99 10,77 6,97 11,04 6, 98
NG 11,95 9,60 17,16 10,88 14,55 10,24
MTCT 35,09 33,89 34,49%
MPA 6,54 2,78 8,53 4,68 7,53 3,73
VG 6,36 6,14 7,29 5,90 6,82 6,02
JAM 4,88 4,16 6,00 3,91 5,44 4,03
AMC 14,25 8,87 18,60 11,68 16,42 10,27
RHR 13,15 10,11 11,63 :
JT 13,17 7,56 11,57 5,99 12,37 6,77
AGM 5,95 4,94 5,44
JGF 6,73 7,03 6,88
JES 1,85 0,52 2,05 1,83 1,95 1,17
ACHF 2,67 2,09 2,05 1,95 2,36 2,02
IMSC 3,93 1,47 4,01 1,72 3,97 1,59
EAH 2,65 0,67 4,51 0,97 3,58 0,82
\SP 2,83 3,08 2,82 2,74 2,82 2,91
EVM 12,12 12,92 15,19 12,82 13,65 12,87
RG . 9,44 9,88 8,33 8,91 8,88 9,39
RLG 12,79 11,84 11,21 10,96 12,00 11,40
(RA 13,25 12,31 12,19 10,54 12,72 11,42
(cC 19,79 24,44 20,59 24,76 22,61 25,10*
FCC 10,63 10,74 9,35 10,92 9,99 10,83
IFC 14,44 8,92 12,89 7,89 13,66 8,40
JAP 26,43 17,70 25,04 13,94 25,73 15,82
\°de casos 28 24 28 24 26 22
- 12,57 9,26 13,18 9,20 13,37%% 7,23
{+8 + + + + + +

9,46 8,32 9,59 7,96 7,27 4,29

Los resultados se expresan en nM/h/107GN

A= antes del proceso de leucaférsis pero después de haber administrado

la medicacién a los donantes; D = después del proceso de leucaféresis
Valores excluidos por ser superiores a X + 3s

X + s de los valores de yodacién de todos los donantes antes de ser so-
fetidos a ambos procesos de leucaféresis (n = 44)

2%
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TABLA XXIII
VALORES DE QUIMIOTAXIS (x + s) DE LOS GN OBTENIDOS POR LOS
PROCEDIMIENTOS DE CENTRIFUGACION Y DE FILTRACION

QUIMIOATRACTANTES
S K S + Z S + K

C 1,40 + 0,32 1,08 + 0,27* 1,45 + 0,38 1,18 + 0,22

(n = 18) (n = 18) (n = 18) (n = 18)
p<0,01

F 1,24 + 0,14 0,97 + 0,32 1,16 + 0,25 1,11 + 0,27
(n = 12) (n = 16) (n = 14) (n = 15)
p<0,05 p<0,0005

N | 1,37 + 0,24 0,91 + 0,30 1,52 + 0,27 1,13 + 0,35
(n = 31) (n = 29) (n = 33) (n = 31)

C = GN obtenidos por el procedimiento de centrifugacién; F = GN
obtenidos por el procedimiento de filtracién; N = GN del grupo
control.

Los resultados se expresan en um x 10

* p<0,05 respecto al grupo control

S = suero; K = sobrenadante del cultivo puro de Klebsiella;

S + Z = suero activado con zimosdn; S + K = suero activado con

sobrenadante del cultivo puro de Klebsiella
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TABLA XXIV
MOVILIDAD AL AZAR DE LOS GN OBTENIDOS POR LOS PROCEDIMIENTOS
DE CENTRIFUGACION Y DE FILTRACION

X+S8

C 0,36 + 0,17
(n = 76)

F 0,33 + 0,18
(n = 57)

p<0,02

N ~ 0,38 + 0,13

(n = 123)

= GN obtenidos por el procedimiento de centrifugacién

GN obtenidos por el procedimiento de filtracién

Z mm 0
i

= GN del grupo control

n = nGmero de casos

Los resultados se expresan en um X 103
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6.3.3. Ingestién de particulas de bactolitex y reduccién

del NAT (método citoquimico).- Los GN(FL) mostraron una capaci-

dad de ingesti6n significativamente inferior a la de los GN

del grupo control (93,57 + 8,95 y 98,44 + 2,26%; p <0,005).

No hubo diferencias en la capacidad de reduccién del NAT por el
método citoquimico entre los GN(FL) y el grupo control (Tabla
XXV).

6.3.4. Reduccién del NAT (método colorimétrico).- Los GN

(FL) mostraron por este método unos valores de reduccidn espon-
tdnea del NAT algo superiores a los del grupo control, aunque
tal diferencia no fue estadisticamente significativa. Los
valores de reduccidén activada del NAT fueron idénticos en ambos
grupos (Tabla XXVI).

| 6.3.5. Yodacién.- Los GN(FL) mostraron unos valores de
yodacién significativamente inferiores a los del grupo control
(7,23 + 4,24 y 11,24 + 3,81 nM/h/10’ GN, p<0,0005)
(Tabla XXVII).
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TABLA XXV

INGESTION DE PARTICULAS DE BACTOLATEX Y REDUCCION DEL NAT (METODO
CITOQUIMICO) POR LOS GN OBTENIDOS MEDIANTE LOS PROCEDIMIENTOS DE
CENTRIFUGACION Y DE FILTRACION (X + S)

L+ L+ NAT- L+ NAT-

F 9,57 *+ 8,95% 91,33 + 8,14 8,18 + 8,29
(n = 23) (n = 21) (n = 21)
p<0,05 p <0,02

C 96,82 + 4,79 83,75 + 14,74 16,88 + 15,93

(n =17) (n = 16) (n = 16)

p<0,01 p<0,005

N 98,44 + 2,26 91,47 + 5,89 8,53 + 5,89
= 34) (n = 34)

(n = 34) (n

Los resultados se expresan en porcentaje de GN que han ingerido
un ntimero de particulas de 1ldtex igual o superior a 10 (GN litex
positivo); porcentaje de GN que ademids de haber ingerido dicho nGmero
de particulas, reducen el NAT a formazdn (GN litex positivo y NAT
positivo) y porcentaje de GN que habiendo ingerido un ntimero de par-
ticulas de l4atex igual o superior a 10, no reducen el NAT (GN l4tex
positivo y NAT negativo)

C = GN obtenidos por el procedimiento de centrifugacidn; F= GN
obtenidos por el procedimiento de filtracién; N = GN del grupo control

n = nGmero de casos

* p<0,005 respecto al grupo control
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REDUCCION DEL NAT (METODO COLORIMETRICO) POR LOS GN

OBTENIDOS POR LOS PROCEDIMIENTOS DE CENTRIFUGACION Y

DE FILTRACION ( X + S)

ESPONTANEA ACTIVADA

C 0,120 + 0,090 0,420 + 0,170
(n = 16) (n = 13)

F 0,120 + 0,070 0,400 + 0,120
(n = 23) (n = 23)

N 0,100 + 0,060 0,400 + 0,120
(n = 40) (n = 40)

C = GN obtenidos por el procedimiento de centrifugacién

F = GN obtenidos por el procedimiento de filtracién

N = GN del grupo control

Los resultados se expresan en DO x 2,5 x 10

n = nlmero de casos

S6N/min
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TABLA XXVII

VALORES DE YODACION DE LOS GN OBTENIDOS POR LOS PROCEDIMIENTOS
DE CENTRIFUGACION Y DE FILTRACION

X+S
C 10,60 + 4,49
(n = 19)
p £0,01
F 7,23 + 4,24
(n = 22) ‘
p <0,0005
N 11,24 + 3,81
(n = 44)

C = GN obtenidos por el procedimiento de centrifugacién

F = GN obtenidos por el procedimiento de filtracién

N = GN del grupo control

Los resultados se expresan en nM/h/107 GN y son la media de
los valores obtenidos a los 10 y a los 20 minutos

n = nidmero de casos
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6.4 FUNCIONALISMO DE LOS GN OBTENIDOS POR EL PROCEDIMIENTO
DE CENTRIFUGACION (Tablas XXVIII, XXIX, XXX, XXXI y XXXII)

6.4.1. Quimiotactismo.- Si bien los GN(CF) mostraron

en general, respecto al grupo control, una mayor capacidad de
desplazamiento frente a casi todos los quimioatractantes, ésta
fue significativa s6lo frente a sobrenadante de cultivo puro

de Klebsiella (1,08 + 0,27 y 0,91 + 0,10; p < 0,05).(Tabla XXIII).

6.4.2. Movilidad al azar.- No hubo diferencias signifi-

cativas entre los GN(CF) y los GN del grupo control (Tabla

XXIV).
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rABLA XXVIII

(IMIOTACTISMO DE LOS GN OBTENIDOS POR EL PROCEDIMIENTO DE CENTRIFUGACION

s Concentracién
K 5+ 1 S+ K enex 103/

A D A D A D A D A D
(BA 1,85 1,93 1,32 0,62 1,97 1,95 1,35 0,83 91 91
DGN 1,43 1,53 0,71 0,74 1,57 1,69 0,85 1,13 72 80
NCT 1,18 1,41 1,07 1,18 1,45 1,53 1,27 1,39 53 81
WGG 1,76 1,75 1,85 1,96 110 120
(JP 1,19 1,28 40
MR 1,50 1,39 1,00 1,44 , 1,40 2,07 60 60
SNC 1,00 0,94 1,08 0,94 1,35 0,87 0,94 0,97 76 93
(MM 1,22 0,77 1,10 0,92 1,15 0,78 1,23 1,09 75 80
WAT 1,43 1,36 1,36 1,57 1,32 1,170 1,11 96 88
INF 1,39 1,75 1,17 1,66 1,43 1,77 1,43 1 59 70 70
LM 1,50 1,38 1,54 133 1,65 1,20 1,78 1,27 85 80
HADG 1,85 1,64 1,44 1,40 1,78 1,53 1,28 75 78
ACE 1,71 1,60 1,21 1,28 1,71 1,55 1,57 1,28 50 52
MAC 1,26 0,71 1,22 0,91 67
JAD 1,50 1,16 1,28 0,96 1,53 1,19 1,30 1,16 65 60
\RB 1,75 1,65 1, 48 1,28 1,76 1,73 1,71 1,54 64 68
PDH 1,28 1,39 0,85 1, 00 1,33 1,00 1,38 70 60
JSP 1,37 1,22 1,32 0,92 1,50 1,25 1,38 1,08 65 65
JMB 1,17 0,85 1,21 1,14 1,46 1,43 1,71 1,14 65 56
ACB 1,44 1,47 1, 43 1,00 1,80 1,53 1,50 1,21 75 60
¥de casos 17 18 18 18 17 18 17 18 19 19

1,40*% 1,40 1,16% 1,08 1,50*% 1,45 1,28 *1,18 71,48 74,2:

+ + + + + + +

| +
P+~
+

Ell
|+
wn

0,31 0,32 0,32 0,27 0,35 0,34 0,33 0,22 16,36 16,54

3

Los resultados se expresan en p x 10
Y= suero; K = sobrenadante de cultivo puro de Klebsiella, S + Z = suero
ictivado con zimosdn; S + K = suero activado con sobrenadante de cultivo
Wro de Klebsiella
‘s antes del proceso de leucaféresis pero después de haber administrado
la medicacién a los donantes; D = después del proceso de leucaféresis

X + s de los valores de quimiotactismo de todos los donantes antes
e ser $ometidos a ambos procesos de leucaféresis, frente a cuatro quimioa-
ractantes. Para S, n=40; K, n=43; S+Z, n=43; S+K, n=39
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TABLA XXIX
MoVILIDAD AL AZAR DE LOS GN OBTENIDOS POR EL PROCEDIMIENTO DE CENTRIFUGACION
S K S + S + K

A D A D A D A D
CBA 0,61 0,40 0,45 0,46 0,52 0,32 0,57 0,08
MCP 0,07 0,00 0,11 0,05
DON 0,35 0,46 0,42 0,47 0,42 0,44 0,08 0,42
NCT 0,32 0,30 0,35 0,25 0,34 0,27 0,34 0,28
MVGG 0,50 0,47 0,64 0,51
¢Jp 0,09 0,22
MMR 0,62 0,69 0,26 0,67 0,55 0,28
SNC 0,83 0,76 0,82 0,70 0,85 0,72 0,88 0,80
CMM 0,37 0,25 0,36 0,23 0,34 0,25 0,32 0,26
MIAT 0,14 0,83 0,17 0,35 0,23 0,33 0,21
JNF 0,35 0,51 0,35 0,55 0,28 0,50 0,32 0,46
OLM 0,40 0,37 0,45 0,40 0,52 0,40 0,55 0,36
MADG 0,42 0,39 0,33 0,38 0,41 0,29 0,32
ACE 0,28 0,28 0,42 0,21 0,42 0,35 0,28 0,32
MAC 0,27 0,16 0,25 0,11
JAD 0,55 0,32 0,58 0,40 0,54 0,36 0,60 0,38
NRB 0,67 0,79 0,69 0,65 0,69 0,69 0,65 0,71
PDH 0,28 0,39 0,21 0,34 0,38 0,25 0,34
JSP 0,34 0,28 0,35 0,26 0,33 0,29 0,37 0,32
JMB 0,32 0,42 0,39 0,42 0,53 0,42 0,53 0,35
ACB 0,59 0,40 0,59 0,35 0,55 0,35 0,60 0,50
V°de casos 17 19 18 19 17 19 17 19
T+ s 0,44% 0,38 0,44% 0,35 0,44% 0,38 0,44% 0,35

- hat * i * * hd * hl
0,20 0,18 0,20 0,17 0,20 0,15 0,20 0,19
Los resultados se expresan en p x 10

$ = suero; K= sobrenadante de cultivo puro de Klebsiella; S + Z = suero

activado con zimosén;
puro de Klebsiella
A= antes del proceso de leucaféresis pero después de haber administrado

la medicacién; D

= después del proceso de leucaféresis

S + K = suero activado con sobrenadante

de cultivo

X + s de los valores de movilidad al azar de todos los donantes antes

le ser sometidos a ambos procesos de leucaféresis (n

164)
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TABLA XXX

INGESTION DE PARTICULAS DE BACTOLATEX Y REDUCCION DEL NAT (METODO
CITOQUIMICO) POR LOS GN OBTENIDOS POR EL PROCEDIMIENTO DE CENTRIFUGACION

L+ L+ NAT+ L+ NAT-
A D A D A D

CBA 77 83 90 88 10 12
DGN 95 61 49
NCT 100 99 99 98 1 2
MVGG 100 99 55% 39% 45% 61%
CJP 100 90 10

MMR 100 97 50% 47 41% 53
SNC 99 69 31
CMM 100 100 100 96 0 4
MJAT 100 100 91 90 9 10
JNF 100 100 87 84 13 16
OLM i 100 99 97 95 3 5
MADG 100 96 97 80 3 20
ACE 100 90 10

MAC 87 74 26
JAD 100 100 100 98 0 2
NRB 99 96 94 89 6 11
PDH 100 97 99 97 1 3
JSP 100 99 94 94 6 6
JMB 100 95 5

ACB 100 100 95 80 5 20
N°de casos 17 17 15 16 15 16

99** 96,82 94,46** 83,75 5,54** 16,88
+ + + + + +

X+5S

3,48 4,79 4,77 14,74 4,77 15,93

Los valores se expresan en porcentaje de GN que han ingerido
un nimero de particulas de l4tex igual o superior a 10 (GN lidtex
positivo); porcentaje de GN que ademds de haber ingerido dicho
nimero de particulas reducen el NAT a formaz&n (GN l&tex positivo y
NAT positivo) y porcentaje de GN que habiendo ingerido un nimero
de particulas de ldtex igual o superior a 10 no reducen el NAT (GN
litex positivo y NAT negativo)

A = antes del proceso de leucaféresis pero después de haber admi-
nistrado la medicacién a los donantes

D = después del proceso de leucaféresis  _

* Valores excluidos porser superiores a X * 3s

* ¥ + s de los valores de ingesti6én de particulas de batolétex

y de reduccién del NAT en todos los donantes antes de ser sometidos
a ambos procesos de leucaféresis. Para L+, n=44; L+ NAT+, n=39;

L+ NAT-, n=39
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TABLA  XXXI
REDUCCION DEL NAT (METODO COLORIMETRICO) POR LOS GN OBTENIDOS

POR EL PROCEDIMIENTO DE CENTRIFUGACION

ESPONTANEA ACTIVADA

A D A D
CBA 0,113 0,058 0,421 0,265
DGN 0,049 0,104
NCT 0,012 0,525
MVGG 0,009 0,088 0,322 0,371
CJP 0,090 0,688
MMR 0,000 0,000 0,590 0,524
SNC 0,192 0,162 0,505 0,577
cCMM 0,255 0,389 0,436 0,368
MJAT 0,391% 0,194 0,896 0,418
INF 0,152 0,157 0,637 0,663
0OLM 0,307 0,097 0,627 0,972%
MADG 0,231 0,128 0,975 0,802%*
ACE 0,143 0,602
MAC 0,038 0,271
JAD 0,151 0,030 0,321 0,237
NRB 0,068 0,159 0,583 0,542
PDH 0,154 0,148 0,572 0,580
JSP 0,215 0,160 0,400 0,730%*
JMB - 0,110 0,622 .
ACB 0,042 0,045 0,698 0,521
N°de casos 17 16 18 13
X + S 0,110%* 0,120 : 0,490**% (0,420

+ + + +

0,100 0,090 0,170 0,170

Los valores se expresan en DO x 2,5 x 106GN/min
A = antes del proceso de leucaféresis pero después de haber
administrado la medicacién a los donantes; D = después del
Proceso de leucaféresis _
* .Valores exluidos por ser superiores a x + 3s
* x + s de los valores de reduccién espontinea del NAT de todos los
donantes antes de ser sometidos a ambos procesos de leucaféresis (n=43)
*** x + s de los valores de reduccién activada del NAT de todos los
donantes antes de ser sometidos a ambos procesos de leucaféresis (n=46)
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VALORES DE YODACION EN LOS GN OBTENIDOS POR EL PROCEDIMIENTO DE

CENTRIFUGACION
10 minutos 20 minutos media

A D A D A D
CBA 44,64 26,87 52,37 47,44 48,50%* 37,15%
DGN 7,48 12,51 9,99
NCT 16,99 13,60 19,26 17,12 18,12 15,36
LSA 17,99 10,24 22,16 10,51 20,07 10,37
MVGG 14,13 16,04 15,80 16,66 14,96 16,35
CJp 22,26 30,22 26,24
MMR 19,32 11,88 19,29 10,25 19,30 11,06
SNC 16,02 7,78 31,25 8,70 23,63 8,24
CMM 20,39 10,62 32,43 11,43 26,40 11,02
MJAT 25,82 7,78 23,41 5,79 24,61 6,78
JNF 16,28 15,10 13,27 12,22 14,77 13,66
OLM 13,22 13,82 12,75 11,76 12,98 12,79
MADG 21,69 16,65 18,36 13,65 10,02 15,15
ACE 22,22 11,85 17,35 9,56 19,78 10,70
MAC 6,20 5,21 5,70
JAD 7,45 3,54 6,17 3,61 6,81 3,57
NRB 2,79 2,54 2,91 2,16 2,85 2,35
PDH 8,20 12,64 7,71 10,14 7,95 11,39
JSP 14,37 20,23 15,52 20,68 14, 94 20,45
JMB 13,29 8,74 10,82 6,69 12,05 7,71
ACB 15,02 9,81 12,81 7,89 13,91 8,85
N°de casos 19 20 19 20 18 19
_ 17,48 11,67 19,15 12,20 13,37*%* 10,60
X + S + + + + + +

8,66 5,67 11,43 9,47 7,27 4,49

Los resultados se expresan en nM/h/107
A = antes del proceso de leucaféresis pero después de haber administrado

la medicacidén a los donantes; D

* Valores excluidos por ser superiores a X *+ 3s
*% X # s de los valores de yodacién de todos los donantes antes de ser

sometidos a ambos procesos de leucaféresis (n

= 44)

despues del proceso de leucaféresis
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6.4.3. Ingestidén de particulas de batolidtex y reduccibn

del NAT (método citoquimico).- Tampoco en este caso hubo dife-

rencias significativas entre la capacidad de ingestidn de 1los
GN(CF) y el grupo control. Sin embargo, los GN obtenidos con
este procedimiento mostraron una capacidad de reduccidn del
NAT significativamente inferior a la del grupo control

(83,75 + 14,74%y 91,47 + 5,89%; p < 0,01). Reciprocamente ello
se tradujo en un mayor porcentaje de GN l4tex positivos-NAT
negativos respecto al mismo grupo control (16,88 + 15,93% y
8,53 + 5,89%) (Tabla XXV).

6.4.4. Reduccidén del NAT (método colorimétrico).- Précti-

camente no hubo diferencias en la reduccidén del NAT por este
método entre los GN(CF) y el grupo control, tanto espontédnea
como activada (Tabla XXVI).

6.4.5. Yodacidén.- Aunque algo disminuida respecto al
grupo control, tampoco sé objetivan diferencias significativas

(Tabla XXVII).
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6.5. ASPECTOS FUNCIONALES COMPARATIVOS ENTRE LOS PROCEDIMIENTOS
DE CENTRIFUGACION Y DE FILTRACION

6.5.1. Quimiotactismo.- Los GN(FL) mostraron una dismi-

nucién global del quimiotactismo frente a los cuatro quimioa-
tractantes respecto a los GN(CF), aunque tal disminucién sélo
fue significativa frente a suero activado con zimosin (1,16 +
0,25 y 1,45 + 0,34 um x 10°; p<0,01) (Tabla XXIII).

6.5.2. Movilidad al azar.- La movilidad al azar en los

GN(FL) fue inferior a la de los GN(CF), pero esta diferencia no-
fue significativa (Tabla XXIV).

6.5.3. Ingestidn de particulas de bactolditex y reduccidn

del NAT (mé&todo citoquimico).- No hubo diferencias significativas

en la capacidad de ingestién de los GN(CF) y la de los GN(FL).
Sin embargo, los GN(CF) mostraron una menor capacidad de reduc-
cidén del NAT por este métddo respecto a los GN(FL). Tal dismi-
nucidn fue significativa estadisticamente (83,75 + 14,75% y
91,33 + 8,14%; p<0,05). Reciprocamente, el porcentaje de GN
latex positivos-NAT negativos en los GN(CF) fue significativa-
mente superior al de los GN(FL) (16,88 + 15,93 y 9,19 + 8,29%;
p<0,02) (Tabla XXV).

6.5.4. Reduccidn del NAT (método colorimétrico).- No hubo

diferencias significativas en la reduccidén del NAT por este mé-
todo entre los GN obtenidos por ambos procedimientos (Tabla
XXVI).

6.5.5. Yodacidén.- Los GN(FL) mostraron una disminucién

significativa de la capacidad de yodacién respecto a los GN(CF)
(7,23 + 4,24 y 10,60 + 4,49 nM/h/1O7 GN;p<0,01)(Tabla XXVII).
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6.6. EFECTO DE LA MEDICACION (HEPARINA Y CORTICOIDES) SOBRE
EL FUNCIONALISMO GRANULOCITARIO

6.6.1. Quimiotactismo.- En general, los GN de los donantes

que habian recibido 1a medicacién (GN(M)) mostraron una mayor
capacidad de desplazamiento que los GN del grupo control,

aunque ello fuera significativo solamente frente a sobrenadante
de cultivo puro de Klebsiella (1,16 + 0,32 y 0,91 + 0,3 pm x 10°;
p < 0,001) y frente a suero activado con dicho sobrenadante

(1,28 + 0,33 y 1,13 + 0,35; p<0,05) (Tabla XXXIII).

6.6.2. Movilidad al azar.- También los GN(M) mostraron una

movilidad significativamente superior a la de los GN del grupo
control (0,44 + 0,20 y 0,38 + 0,13 pm x 103; p<0,005)(Tabla
XXXIV).

6.6.3. Ingestibén de particulas de bactolitex y reduccién

del NAT (método citoquimico).- No hubo diferencias entre 1la

capacidad de ingestién dellos GN(M) y la del grupo control. Sin
embargo, si mostraron un amento significativo de 1la capacidad

de reducci6n del NAT por este método respecto a los GN del grupo
control (94,46 + 4,77% y 91,47 *+ 5,89%; p<0,01). consiguiente-
mente, el porcentaje de GN l4tex positivo-NAT negativo fue signi-
ficativamente inferior en los GN(M) (5,54 + 4,77% y 8,53 + 5,89%;
p< 0,02) (Tabla XXXV).

6.6.4. Reduccidén del NAT (método colorimétrico).- Por

este método tanto la reduccién espontinea como la activada fue-

ron superiores en los GN(M), aunque esta diferencia sélo fue

Pad
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TABLA XXXIII

VALORES DE QUIMIOTAXIS (X + S) DE LOS GN DE LOS DONANTES UNA VEZ

ADMINISTRADA LA MEDICACION Y DE LOS GN DEL GRUPO CONTROL

QUIMIOATRACTANTES

M

1,40 + 0,31 1,16 + 0,32 1,50 + 0,35 1,28 + 0,33

(n = 40) (n 43) (n = 43) (n = 39)

p<0,001 p< 0,05

N 1,37 + 0,24 0,91 + 0,30 1,52 + 0,27 1,13 + 0,35
(n = 31) (n = 29) (n = 33) (n = 31)
M = GN obtenidos de donantes una vez administrada la medicacidn
N = GN del grupo control
Los resultados se expresan en pum X 103
n = nlimero de casos
S = suero; K = sobrenadante de cultivo puro de Klebsiella
S + Z = suero activado co6n zimoséin
S + K = suero activado con sobrenadante de cultivo puro de Klebsiella
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TABLA XXXIV

MOVILIDAD AL AZAR DE LOS GN DE LOS DONANTES UNA VEZ

ADMINISTRADA LA MEDICACION DE LOS GN DEL GRUPO CONTROL

X + S
M 0,44 + 0,20
(n = 164)
p<0,005
N 0,38 + 0,13
(n = 123)

M GN de 1los donantes una vez administrada la medicacidn

N

GN del grupo control

Los resultados se expresan en um X 103

n = ntmero de casos
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TABLA XXXV

INGESTION DE PARTICULAS DE BACTOLATEX Y REDUCCION DEL NAT
(METODO CITOQUIMICO) DE LOS GN DE LOS DONANTES UNA VEZ
ADMINISTRADA LA MEDICACION Y POR LOS GN DEL GRUPO CONTROL (X + S)

L + L+ NAT+ L+ NAT-

M 99 + 3,48 94,46 + 4,77 5,54 + 4,77
(n = 44) (n = 39) (n= 39)
p <0,01 p £0,02

N 98,44 + 2,26 91,47 + 5,89 8,53 + 5,89
(n = 34) (n = 34) (n = 34)

Los resultados se expresan en porcentaje de GN que han ingerido
un nGmero de particulas de ldtex igual o superior a 10 (GN litex
positivo); porcentaje de GN que ademids de haber ingerido dicho ni-
mero de particulas reducen el NAT a formazin (GN ldtex positivo y
NAT positivo) y porcentaje de GN que habiendo ingerido un nimero
de particulas de 1ldtex igual o superior a 10 no reducen el NAT
(GN latex positivo y NAT negativo)

M GN de los donantes una vez administrada la medicacidn

GN del grupo control
nimero de casos

=
1]
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estadisticamente significativa en el segundo caso (0,490 +
0,170 y 0,400 + 0,1200 DO x 2,5 x 10%GN/ min; p < 0,005)
(Tabla XXXVI).

6.6.5. Yodacidén.- También fue significativamente superior
en los GN(M) que en los GN del grupo control (13,77 + 7,27 y
11,24 + 3,81 nM/h/107GN; p<0,05) (Tabla XXXVII).



TABLA XXXVI

REDUCCION DEL NAT (METODO COLORIMETRICO) POR LOS GN

DE LOS DONANTES UNA VEZ ADMINISTRADA LA MEDICACION Y

POR LOS GN DEL GRUPO CONTROL (X + 8)

ESPONTANEA ACTIVADA
M 0,110 + 0,100 0,490 + 0,170
(n = 43) (n = 46)
p<0,005
N 0,100 + 0,060 0,400 + 0,120
(n = 40) (n = 40)

z =
I i

GN del grupo control

Los valores se expresan en DO x 2,5 x 10% oN /min

n = nfimero de casos
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GN de los donantes una vez administrada la medicacién
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TABLA  XXXVII

VALORES DE YODACION DE LOS GN DE LOS DONANTES UNA VEZ
ADMINISTRADA LA MEDICACION Y DE LOS GN DEL GRUPO CONTROL

X+S
M 13,37 + 7,27
(n = 44)
p<0,05
N 11,24 + 3,81
(n = 44)

M GN de los donantes una vez administrada la medicacién

N GN del grupo control
Los resultados se expresan en nM/h/107GN y son la media
de los valores obtenidos a los 10 y a los 20 minutos

n = nmero de casos
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VII. DISCUSION

Los trabajos realizados hasta el momento sobre los cambios
morfolSgicos que experimentan los GN obtenidos por leucafére-
sis han sido escasos. En algunos de ellos (42, 48, 262) se ha
constatado la presencia de diversas alteraciones morfolbgicas
ya advertibles en parte a nivel 6ptico y mucho mejor precisa-
das mediante su estudio ultraestructural. Asi, SANEL y cols.
(262) describen en los GN obtenidos por filtracidn 1la presencia
de grandes vacuolas, fisuras citoplasmiticas, disminucidén del
nGmero de granulaciones primarias y secundarias, numerosas pro-
longaciones citoplasmiticas en su superficie y agregados de
particulas de glucbégeno. La mayoria de estas alteraciones desa-
pafecian cuando los GN eran lavados en suero fisiolégico y
resuspendidos en un medio de cultivo o plasma heparinizado.
KLOCK y BAINTON ( 47), incubando GN con fibras de nylon demues-
tran que los GN se adhieren a las fibras directa o indirecta-
mente por adherencia entre si debido a la interdigitacidn de
los "microvilli". A los treinta minutos de incubacién, la re-
gién citoplasmidtica adyacente a la membrana adherida no contie-
ne organelas y su densidad electrénica es mayor, lo que sugie-
re que se ha producido el montaje de los microfilamentos de
actina a este nivel, mientras que a los 120 minutos observan
la presencia de un importante nimero de granulaciones en esta
regidon. A continuacién, se produce una desgranulacidén extra-
celular, apoyada por la presencia de zonas de filtro peroxida-
sa positivas y la existencia de células desgranuladas. También

observan la presencia de numerosas vacuolas intragranulocita-
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rias despu&s de dos horas de incubacién. Asimismo, TS'AO y
cols. ( 48) hallan en los GN obtenidos por filtracién, un ele-
vado porcentaje de células alteradas, destacando en ellas la
presencia de "microvilli", vacuolas y alteraciones nucleares
cuando los GN han sufrido la compresibén mecdnica que se reali-
za en este proceso, mientras que las alteraciones son minimas
cuando exclusivamente son eluidos. Ademds de estas anomalias
morfolégicas, se han registrado una serie de trastornos fun-
cionales que afectan principalmente al quimiotactismo y a la
capacidad bactericida y que han sido ampliamente referidas en
la bibliografia ( 28, 40, 44, 45, 47, 50, 243).

La observacién 6ptica de los cortes semifinos ha mostra-
do de forma grosera que el porcentaje de cé&lulas 'dafiadas" es
significativamente mayor en el procedimiento de filtracién
que en el de centrifugacién. Con todo, ha sido el estudio ul-
traestructural el que ha permitido realizar un andlisis més
detallado de 1las alteréciones observadas.

Tal como se describe en los resultados (Tablas X y XI)
s6lo un 10% de los cortes celulares correspondientes a los GN
de donantes normales obtenidos por el método de BOYUM y proce-
sados inmediatamente para su estudio ultraestructural, presen-
taron alguna anomalia morfoldégica, entre las que destacaron los
bolsillos nucleares, observacién ya referida por SMITH y
O'HARA (263) como un hecho no excepcional. Las anomalias ci-
toplasmiticas fueron porcentualmente alin menores, de lo que

se desprende que, en su conjunto, la técnica de elaboracibn
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electrdn-microscépica resulta poco agresiva para la célula.
Asimismo, la administracién de heparina y corticoides al do-
nantes, asi como la notable demora en la fijacién celular re-
querida por cualquiera de las técnicas de obtencién de leuco-
citos, tampoco altera sustancialmente la morfologia granuloci-
taria, como se desprende de nuestros resultados.

Al comparar la morfologia de los GN filtrados y centrifu-
gados destaca ya a nivel 6ptico y aGn mis a nivel ultraestruc-
tural que el ntimero de GN filtrados con alteraciones es muy su-
perior al de los centrifugados (15% frente a 0,2%; p< 0,001).
Analizando el tipo de anomalfas (Tabla XI ), observamos que pa-
ra algunas (vacuolas, distribucién granular irregular) no se
aprecian grandes diferencias entre los GN obtenidos mediante
ambos procedimientos, pero para otras (especialmente la forma-
cién de extensos 'microvilli"), 1la disparidad es notabilisima.
Debe sefialarse que estas prolongaciones citoplasmiticas son pro-
bablemente originadas pof el propio fenémeno de adherencia al
filtro, pues constituyen practicamente el dnico trastorno mor-
foldgico objetivable en aquellos GN que no se someten a la
acci6én mecdnica manual y tan solo son eluidos. Tal vez, la
compresidn mecdnica incremente el nidmero y longitud de 1los
"microvilli" determinando la formacién de verdaderas mallas
intercitoplasmdticas constituidas por ellos mismos.

La desgranulacién ha sido objetivada en los GN procesa-
dos por ambos métodos, aunque en un ndmero significativamente
superior en los obtenidos mediante filtracién. Aunque es pro-

bable que este trastorno estétcondicionado por diversns man-
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nismos, en el proceso de filtracién el principal factor respon-
sable tal vez sea la manipulacién manual ejer;ida sobre los fil-
tros, por cuanto no se ha observado en los GN obtenidos simple-
mente por elucidén y desprendimiento del filtro. Una prueba adicio-
nal de que la desgranulacidn se produce durante el proceso de
leucaféresis por filtracidén, la constituyen los estudios (43, 47,
250) que demuestran la presencia de enzimas granulocitarias en el
sobrenadante o eluyente en donde se obtienen los GN. Probablemen-
te la prolongada centrifugacidn que se realiza al final del proce-
dimiento de filtracidn para obtener el leucoconcentrado, sea
también un factor condicionante dea desgranulacién. En los GN
procesados por la centrifuga IBM, es posible que la propia centri-
fugacidn sea el Gnico factor responsable de la moderada desgra-
nulacidn que presentan.

La mayor preservacidén de los GN centrifugados se debe sin
duda‘alguna a que su manipulacidn es menor que en los filtrados.
Estos Gltimos se deterioran principalmente con la compresién ma-
nual del filtro por 1lo que‘para una misma muestra, las altera-
ciones morfolbégicas varian seglin la fuerza que aplica el opera-
dor. Que la compresidén del filtro es la principal responsable
del dafio celular lo demuestra la relativa indemnidad morfold-
gica delos GN desprendidos del filtro por el simple paso de una
corriente liquida eluyente. En favor de esta sugerencia abogan
también las escasas anomalfas detectadas por DEBELACK y cols.
en su trabajo (28), debido a que no realiza la compresidén de 1los
filtros o lo hace con gran cautela. Los granulocitos eosinéfi-
los parecen ser especialmente vulnerables a las injurias me-
cdnicas, ya que en ellos la degeneracidn nuclear es especialmente

frecuente.
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De nuestro estudio morfol6gico ultraestructural, parece
desprenderse que si bien el método de filtracién posee las
ventajas de ser mis simple en su técnica, mids econdmico y
de permitir obtener una mayor concentracidén de GN, tiene el
inconveniente de producir alteraciones importantes y frecuen-
tes de los GN con las consecuencias que éstas pueden conlle-
var. Es probable que las alteraciones morfoldgicas de los
GN (FL), puedan responder en parte del escaso rendimiento o
falta de recuperacidén de las cifras de GN en los pacientes des-
pués de la transfusibn; de las frecuentes reacciones trans-
fusionales y post-transfusionales (44,243 ), no relacionadas
con la presencia de leucoaglutininas ni con la existencia de
incompatibilidad HL-A y atribuibles probablemente a las
enzimas y proteinas liberadas a partir de las células dislace-
radas o "secretados'" por los GN qctivados y finalmente de 1los
déficits funcionales hallados en ellos (40,44,45,47,243).

Los estudios funcionales que hemos realizado en los GN
obtenidos por leucaféresis indican que tanto el quimiotactismo
como la movilidad al azar de los GN(CF) se alteran, observa-
cidén ya referida por otros autores (40,45,58).

El discreto aumento de la capacidad de desplazamiento de
dichos GN respecto al grupo control podria ser debido al efec-
to de la medicacidén administrada a los donantes, que como he-
mos visto en nuestro estudio, estimula la funcidén granuloci-
taria de forma global. Por otra parte, los resultados de la
quimiotaxis frente al sobrenadante de cultivo puro de Klebsie-
1la los consideramos menos valorables por tratarse de un quimio-
atractante 14bil, cuya capacidad de atraccidén sobre los GN
puede variar en funcidén del tiempo de conservacidén del cultivo.

Por el contrario, el quimiotactismo y la movilidad al
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azar de los GN(FL) se hallaron disminuidos, tanto con respecto
al grupo control como a los GN(CF). Tal diferencia fue mani-
fiesta frente a suero, y frente a suero activado con zimosin.
Ello es facilmente explicable puesto que son los quimioatrac-
tantes con mas poder de atraccién. Este trastorno de la capa-
cidad de desplazamiento podria muy bien ser debido a las altera-
ciones morfol6égicas halladas en nuestro estudio, fundamental-
mente los "microvilli'.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por
WRIGHT y cols. (45), y per otros autores (28, 233, 236).
Sin embargo, al igual que APPELBAUM y cols. (239), no hemos
observado que la administracién de corticoides corrija la alte-
racidén de la quimiotaxis de los GN(FL), como sugieren otros
autores (40,233, 237).

Los corticoides disminuyen el quimiotactismo "in vivo"
(247, 264), aunque para FRUHMAN (265) este efecto sélo se observa
administrando dosis muy elevadas. Los estudios "in vitro' reali-
zados al respecto muestran resultados contradictorios. Mientras
diversos autores hallan una disminucién del quimiotactismo
(233, 266, 267), otros no objetivan efecto alguno (41) o incluso
hallan un aumento de esta funcién (233, 268). En algunos casos,
estas discordancias se deben al empleo de diferentes corticoides
(266, 268), aunque ciertos autores les atribuyen un efecto acti-
vador del quimiotactismo debido a la liberacién de sustancias
estimulantes por parte de las células mononucleares presentes
en el medio (233, 269). La activacién de la quimiotaxis y de la

movilidad al azar que hemos observado al estudiar el despla-
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zamiento de los GN de los donantes bajo medicacién (heparina

y corticoides), podria explicarse por el efecto anteriormente
citado. La heparina, a las dosis utilizadas por nosotros, no
parece tener efecto sobre el quimiotactismo (241,270) ni sobre
la adherencia (247).

Los GN (FL) mostraron una capacidad de ingestidn signifi-
cativamente disminuida respecto a los GN del grupo control y
algo mds disminuida respecto a los GN (FL). Nuestros resultados
coinciden con los de otros autores (43, 28, 44, 45, 33)
aunque para algunos la capacidad de ingestidén de los GN (FL) no
estaria alterada (42, 46, 47, 50,242, 243). Estas discordancias
podrian deberse a los distintos tipos de particulas empleadas
(33, 42,44,46,47,50,242,243 ) y a diferencias en la metodologia:
tipo de sustancia eluyente (ACD, EDTA) y concentracidén de la
misma, velocidad de centrifugacién al concentrar los GN antes
de su transfusidn, tiempo de adherencia a las fibras de nylon,
etc. ( 28, 45, 50).

Los GN (CF) mostraron una discreta disminucién de 1la
capacidad de ingestidn, como también han observado otros auto-
res (10,36, 231 ), aunque no fue significativa respecto al grupo
control.

Las alteraciones de la ingestién deben atribuirse al pro-
pio proceso de leucaféresis y no a los corticoides puesto que
en nuestro estudio no hubo diferencias entre la capacidad de
ingestidn de los GN cuyos donantes recibieron la medicacién
y de los GN del grupo control. Estos hallazgos han sido

constatados por la mayoria de autores (231,2460,271), aunque
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algunos (245,272,273) han objetivado una clara disminucién de 1la
ingestidn debida a los corticoides. En la literatura revisada

no hemos hallado ningfin estudio sobre el efecto de la heparina
'sobre la ingestién.

Los GN(CF) han mostrado una disminucidn significativa de
la reduccidn del NAT respecto a los GN(FL) y a los del grupo
control, aunque ello s6lo se ha objetivado con el método ci-
toquimico. No hemos apreciado diferencias en la reduccidn del
NAT entre los GN (FL) y el grupo control. Estos resultados
son dificiles de interpretar, puesto que al tratarse de métodos
distintos (citoquimico y colorimétrico) podrian intervenir otros
factores capaces de influir en la reduccién del NAT, tales como
el mismo proceso de centrifugacién durante la leucaféresis, fac-
tores plasmiticos (274) o incluso la existencia de una doble
poblacidén de GN solo identificable con el test citoquimico
(cualitativo) (275). En general, los estudios realizados al
respecto, no hallan alteraciones del metabolismo oxidativo de
los GN(FL) y (CF) (40, 47, 50, 243 ), como se desprende de
nuestros resultados al utilizar el método colorimétrico
de reduccidén del NAT. Sin embargo, HERZIG (44)objetiva una dis-
minucibén significativa (20%) de la actividad del SHM en los
GN(FL) en relacién a los GN(CF), mientras que COOK y cols. (43 ),
en un estudio efectuado en perros, hallan una disminucién de 1la
actividad basal de SHM en los GN(CF) con respecto a los GN (FL).

En general, la medicacidén administrada a los donantes de
nuestro estudio, ha activado la reduccidéndel NAT. Aunque 1los
corticoides pueden causar una disminucién de la reduccién del

NAT, tanto cualitativa como cuantitativa (246,276,279), en
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nuestro estudio el efecto de la heparina podria haber compensa-
do, e incluso sobrepasado, el de los corticoides, debido a su ac-
tividad como agente estimulante de la reduccién del NAT (275, 278,
281y,

En cualquier caso, no hemos hallado una correlacién satis-
factoria entre la reduccién del NAT por el método citoquimico y
por el método colorimétrico, como objetivan también otros
autores (274, 282, 283).

Hemos hallado una disminucién de la capacidad de yodacién
en los GN(FL) con respecto a los GN(CF) y a los GN del grupo
control, mientras que HARRIS y cols. (50 ), no hallan diferen-
cias entre la capacidad de yodacién de los GN (FL) y l1la de 1los
obtenidos directamente de sangre periférica. En ambos estudios
se administraron a los donantes corticoides y heparina, a
dosis similares. Estas diferencias podrian deberée en parte a
que los citados autores utilizan velocidades de centrifugacidn
(500 r.p.m. durante 20 min.) inferiores a las nuestras (2.500
r.p.m. durante 15 min.) para concentrar los GN, y acortan el
tiempo de adherencia a los filtros en la mitad, cambiando éstos
a las 2 horas.

No creemos que los corticoides, puedan ser los responsables
del descenso de la yodacién a través de su efecto’inhibidor de
la produccién de H, 0, (246), puesto que los GN de los donantes
que habian recibido la medicacidén mostraron un aumento signi-
ficativo de esta funcién respecto al grupo control. En todo
caso, la heparina, debido a su efecto estimulante del SHM (283),

podria haber contrarrestado el efecto de los corticoides.
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Sin embargo, otros autores niegan cualquier efecto de la
heparina sobre la yodacién (261).

El trastorno de la yodacién podria ser debido a la dismi-
nucién de la capacidad de ingestibn observada en los GN(FL) o
bien a la desgranulacién observada en el estudio morfol6gico con
el consiguiente déficit secundario de MPO. Algunos estudios
(233) que hallan una disminucién intracelular de MPO en los GN
sometidos al proceso de filtracién apoyan esta segunda hip6-
tesis, aunque la actividad de esta enzima es hallada normal por
AISNER y SANEL ( 46) en un estudio similar.

De ambos estudios, morfolégico y funcional, se desprende
que las alteraciones halladas en ambos casos podrfian estar in-
timamente relacionadas entre si. EL hecho de que los GN(FL) pre-
sentan importantes alteraciones morfolégicas después de haber
sido sometidos a la compresi6n mecdnica manual merece especial
atencidén. En la presente tesis no hemos efectuado el estudio
comparativo a nivel funcional entre los GN adheridos a los fil-
tros sin haber sufrido la citada compresién y los GN de la bolsa
de recogida final. Creemos que &ste es un estudio a realizar ya
que quizds ‘- supondrfa un nuevo argumento en favor de la correla-

ci6én existente entre los trastornos morfol6gicos y funcionales.



-174

VIII. RESUMEN Y CONCLUSIONES

En los pacientes granulocitopénicos una de las principa-
les causas de muerte es la infeccifén. No es extrafio, por tanto,
que la profilaxis y tratamiento de la patologia infecciosa
hayan polarizado la atencién de algunos investigadores en la
Gltima década. Diversos autores han demostrado que la combina-
cién del aislamiento en una unidad libre de gérmenes junto con
antibioterapia profildctica de descontaminacién del tubo
digestivo, orificios y pliegues cutédneos, reduce en gran mane-
ra la morbilidad y mortalidad infecciosas de estos enfermos.
Con todo, estas modalidades preventivas no siempre son posibles
puesto que tales pacientes no rara vez llegan ya infectados
a las manos del médico. Cuando esto sucede, los dos recursos
fundamentales de que sevdispone en la actualidad son las
transfusiones de granulocitos (GN) y los antibidticos.

La transfusidén de granulocitos constituye un intere-
sante método para la lucha contra las infecciones en los pa-
cientes granulocitopénicos, si bien se enfrenta todavia con una
serie de problemas sin resolver.

La obtencidn de granulocitos se realiza fundamentalmente
mediante dos procedimientos completamente distintos: el sis-
tema de centrifugacidn a flujo continuo y el sistema de filtra-

cién. La centrifugacién a flujo continuo permite la separacidn
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de los GN de los restantes elementOS sanguineos mediante un
sistema de centrifugacifén en base a la distinta densidad celu-
lar. El1 sistema de filtracién esti basado en la propiedad que
poseen los GN de adherirse de forma reversible a los filtros
de ciertas sustancias, como el nylon.

Ambos sistemas de leucaféresis tienen como fin la ob-
tencidn del midximo nimero de GN para conseguir una buena res-
puesta clinica. Si bien el método de filtracién es mids sencillo
y econdmico que el de centrifugacifén y proporciona mayores ren-
dimientos, para algunos autores los GN asi obtenidos estarian
morfoldgica y funcionalmente alterados debido a su paso a través
de los filtros.

Sin embargo, si estas alteraciones morfoldgicas y
funcionales observadas en los GN obtenidos mediante el sistema
de filtracidén interfieren o no con la eficacia clinica no esté
demostrado y los resultados son en muchas ocasiones contradic-
torios. Con todo, las reacciones adversas en el donante y en
el receptor son mis frecuentes cuando se utiliza el sistema
de filtracién, lo cual puede repercutir de forma indirecta
sobre 1la respuesta clinica del receptor con granulocitopenia.

El objetivo de la presente tesis doctoral fue el de
identificar las posibles alteraciones morfolégicas y funcionales
en los GN obtenidos con los procedimientos de centrifugacidén a
flujo continuo y de filtracién, estableciendo un estudio

omparativo entre ambos métodos.

Asimismo, se intent6 analizar cudles pudieran ser 105
factores responsables de los eventuales cambios morfol6gicos y

funcionales observables en uno y otro método de obtencién de los
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GN.

El estudio morfolégico se ha realizado a nivel 6ptico
y ultraestructural en los GN de 12 donantes sanosyobtenidos me-
diante un proceso de separacién celular por centrifugacidén a
flujo continuo en seis casos y por filtracibén en los seis res-
tantes. Como controles se han estudiado donantes normales
cuyos GN han sido procesados en unos casos inmediatamente des-
pués de la extraccién y en otros, a las tres horas de la mis-
ma una vez que los donantes habian recibido la medicacién re-
querida para la leucaféresis. Asimismo, para comprobar la in-
fluencia que la compresién manual puede tener sobre la morfolo-
gia de las células en el procedimiento de filtracibén, se ha
estudiado un segundo "blanco" obtenido mediante una puncidn del
f11tro y aspiracidén de los GN directamente desde su interior.

El estudio funcional se ha realizado en primer lugar
en 44 sujetos sanos con el fin de establecer las normalidades
de todas las técnicas que se han utilizado: quimiotactismo,
movilidad al azar, ingestién de particulas de bactolitex y
reduccidn del nitroazul de tetrazolio (NAT) por el método ci-
toquimico, reduccibn del NAT por el método colorimétrico, pro-
duccién de radical superéxido y yodacién. En una segunda fase
estas mismas técnicas (excepto la produccién de radical superdxi-
do) se han aplicado al estudio del funcionalismo de los GN ob-
tenidos por leucaféresis mediante los dos procedimientos antes
descritos a partir de donantes normales voluntarios. En ambos

casos dicho estudip se realizé antes de iniciar el proceso de
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separacibn celular, una vez que al donante se le habia adminis-
trado la medicaci6n habitual, y después del mismo a partir de
una muestra de la bolsa de recogida.

De los resultados obtenidos del presente estudio, se
desprenden las siguientes conclusiones:

1. En los GN obtenidos directamente de los donantes y
una vez administrada la medicacifn y procesados a las tres horas
de la extracci6én de la sangre, no se observa ningin tipo de al-
teracién salvo la presencia de un pequefio porcentaje de células
con signos de desgranulacién.

2. A nivel 6ptico y a nivel ultraestructural, el tanto
por ciento de GN con alteraciones morfolégicas es significativa-
mente muy superior en los obtenidos por el procedimiento de
filtracidén, en comparacién con los separados por centrifugacién.

3. A nivel ultraestructural los GN obtenidos por el sis-
tema de filtracién muestraﬁ como alteraciones morfol6gicas mis
evidentes la presencia de los '"microvilli" y la desgranulacién.

4. E1 estudio de los GN obtenidos por el método de filtra-
cién e incluidos para microscopia electrfnica previamente a la
compresi6én mecinica manual, demuestra que la mayoria de alteracio-
nes aparecen solamente después de esta maniobra.

5. A nivel funcional, los GN de los donantes una vez
administrada la medicacién y antes de ser sometidos al proceso
de leucaféresis muestran, respecto al grupo control, una esti-
mulacidn significativa de todas las etapas de la fagocitosis

excepto de la ingestién.
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6. Los GN obtenidos por el sistema de filtracién ofrecen,
respecto al grupo control, una disminucidn significativa del
quimiotactismo, mientras que los GN obtenidos por centrifugacién
solamente muestran una disminucién significativa Gnicamente en
la reduccidn del NAT por el método citoquimico.

7. Comparando ambos procedimientos de leucaféresis, los
GN obtenidos por filtracién propenden a una disminucién global
del funcionalismo, pero tal reduccién es significativa tan sélo
para el quimiotactismo y la yodacién.

8. De los estudios funcionales realizados se deduce que la
medicacién que se administra a los donantes previamente al
proceso de leucaféresis no parece influir en las alteraciones
funcionales observadas; en todo caso, evita un mayor deterioro
de las mismas.

9. Es muy posible que los cambios morfoldgicos méis
evidentes ("microvilli" y desgranulacién) estén relacionados
con los principales trastornos funcionales granulocitarios ob-
servados (quimiotactismo y yodacién).

10. Las alteraciones morfol6gicas de los GN obtenidos
por filtraci6n podrian ser responsables, en parte de las fre-
cuentes e intensas reacciones transfusionales y postransfusiona-
les, probablmente en virtud de liberacién de enzimas y proteinas

a partir de las células alteradas.
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