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Métodos: Aislamiento de neutroéfilos de sangre periférica con Ficoll-Paque, incubacién con R y deteccion

Palabras clave:

de CD11c y CD103 mediante citometria de flujo.
Resultados: A las 6 h postincubacion, la expresién de CD11c aumenté de manera significativa respecto

R¥bovac al control con 125 y 500 wg/ml de R (p=0,017 y p=0,006, respectivamente). La expresién de CD103
Ribomunyl . . N . .
Immucytal inducida con 125 pg/ml de R a las 6 h fue significativamente mayor que la observada a las 4 h a la misma
D103 concentracién (p=0,014) y que la encontrada con 62,5 ug/ml (p=0,017).

CD11c Conclusiones: El aumento en la expresién de CD11cy CD103 inducido por R en neutréfilos podria contri-
Neutréfilos humanos buir al mecanismo de accién de R contra patégenos respiratorios.
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The Increased Expression of CD11c and CD103 Molecules in the Neutrophils
of the Peripheral Blood Treated With a Formula of Bacterial Ribosomes
and Proteoglycans of Klebsiella pneumoniae

ABSTRACT

K?ywords: Aim: To evaluate the effect of a preparation with bacterial ribosomes and proteoglycans from Klebsiella
Ribovac pneumoniae «R» on the in vitro expression of CD11c and CD103 molecules in neutrophils from peripheral
Ribomuny! blood.

Immucytal Methods: Isolation of neutrophils from peripheral blood with Ficoll-Paque, incubation with R and detec-
CD103 .

CDilc tion of CD11c and CD103 through flow cytometry.
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Results: Six hours after the incubation period, CD11c expression increased significantly compared with
the control with 125 and 500 p.g/ml of R (P=.017 and P=.006, respectively). CD103 expression induced
with 125 pg/ml of R after 6 hours was significantly higher than that observed after 4 hours at the same
concentration (P=.014) and that found with 62.5 pg/ml (P=.017) of R.
Conclusions: The increased expression of CD11c and CD103 induced by R in the neutrophils could con-
tribute to the R mechanism against respiratory pathogens.
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Introduccion

Las infecciones agudas de las vias respiratorias son uno de los
problemas de salud mdas importantes en los paises en desarro-
llo: causan 2 millones de muertes en nifios menores de 5 afios
y representan una carga econémica muy significativa para los
sistemas regionales de salud!. Esto ha llevado a la implementa-
cién de estrategias para el manejo de dichas infecciones en las
que la Organizacién Mundial de la Salud ha enfatizado los efectos
perjudiciales del uso indiscriminado de antibi6ticos2. Una alterna-
tiva al uso de antibidticos es la inmunoterapia con las fracciones
ribosomales de Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae y los proteoglica-
nos de K. pneumoniae contenidos en Ribovac® (una formulacién de
ribosomas bacterianos y proteoglicanos de K. pneumoniae), tam-
bién comercializado como Ribomunyl® e Immucytal®, del cual se ha
demostrado su eficacia para disminuir la recurrencia y la duracién
de las infecciones de vias respiratorias y la necesidad de antibiéticos
para su control3.

Uno de los efectos que R ejerce en el sistema inmune es el
aumento en la adhesividad de neutréfilos de sangre periférica?,
lo cual se ha asociado a la sobreexpresién de la subunidad 3,
(CD18) de la familia de integrinas heterodiméricas CD11(a)/CD182,
las cuales ademads participan en el rodamiento y la diapédesis
leucocitaria®. La funcién especifica de cada miembro de esta fami-
lia de proteinas depende del tipo de subunidad a a la cual se asocia
CD18.Debido a posibles efectos pleiotrépicos atribuibles a laamplia
variedad de ligandos para los diferentes miembros de CD11, es
preciso determinar el impacto de R sobre CD11c, el cual es muy
importante en el proceso de adhesién leucocitaria.

Otra molécula de adhesién que es crucial para las respuestas
innatas a nivel de las mucosas de vias respiratorias es la integrina
aE(CD103)/B7, que esta involucrada en la adhesién y la transmi-
gracién de los leucocitos entre las células epiteliales para permitir
la captura de antigenos en el lumen de las vias respiratorias y su
posterior presentacién a células T virgenes en el nodo linfatico
bronquial’.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de R sobre la
expresion de las moléculas CD11cy CD103 en neutréfilos de sangre
periférica.

Materiales y métodos
Obtencion de neutroéfilos

La separaciéon de neutréfilos se realiz6 a partir de sangre peri-
férica de donantes sanos, quienes nunca fumaron, mediante la
separacién con Ficoll-Paque (8=1,113) (Amersham Biosciences,
Piscataway, Nueva Jersey, EE. UU.) de acuerdo a los procedimientos
indicados por el fabricante. La viabilidad celular se determiné antes
de cada experimento por el método de exclusién de azul de tripano.
Se acept6 una viabilidad celular > 95%.

Tratamientos con una formulacioén de ribosomas bacterianos y
proteoglicanos de K. pneumoniae y deteccion de CD11cy CD103

Las células (2 x 10° células/100 ) se trataron con voliimenes de
20 .l de R a concentraciones finales de 0, 62,5, 125 y 500 pg/ml y
se incubaron durante 4y 6 h a 37 °C en una atmoésfera humidificada
de CO, al 5%. Se eligieron tales concentraciones porque con estas
se indujeron las maximas concentraciones de citocinas IL-6 e IL-1
en ensayos previos realizados en nuestro laboratorio. La deteccién
de las moléculas de adhesién se realizé con un citémetro de flujo
EPICS XCL (Beckman Coulter, Brea, California, EE. UU.) utilizando los

anticuerpos monoclonales anti-CD11c-PE y anti-CD103-FITC,
adquiridos de Beckman Coulter (Brea, California, EE. UU.).

La concentraciéon de R se eligié sobre la base de que a esas
concentraciones tanto en nuestro laboratorio como en otros labo-
ratorios se ha reportado la mayor induccién de la produccién de
citocinas por células mononucleadas activadas por R, y el tiempo
de cultivo de neutroéfilos se limité a4 y 6 h porque su tasa de mortali-
dad suele ser mayor en tiempos mayores y nos propusimos trabajar
con una viabilidad celular superior al 95% para las células que se
colocaron en los cultivos celulares.

Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media+EE de al
menos 3 experimentos independientes. La significancia estadistica
entre las medias se compard utilizando la prueba t de Student, acep-
tandose un valor de confianza >95% y un valor de p <0,05. Todos
los procedimientos se realizaron con el paquete estadistico SPSS
versién 18.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EE. UU.).

Resultados
Expresion de CD11c

No se observaron cambios estadisticamente significativos
respecto al control en la expresiéon de CD11c a todas las concen-
traciones probadas de R a las 4 h de incubacién (fig. 1). Alas 6 h, la
expresion de CD11c aument6 de manera significativa respecto al
control con 125 y 500 pg/ml de R (p=0,017 y p=0,006, respectiva-
mente). Asimismo, se observé que la expresiéon de CD11c inducida
con 500 pg/ml de R fue significativamente mayor que la expresién
de este marcador en células tratadas con 125 p.g/ml (p =0,030).

Expresion de CD103

No se observaron cambios estadisticamente significativos
respecto al control en la expresién de CD103 a todas las concen-
traciones probadas de R a las 4h de incubacién (fig. 2). A las 6h,
la expresion de CD103 fue mayor respecto al control y a todas las
concentraciones ensayadas de R, siendo estadisticamente signifi-
cativa solo con 500 p.g/ml (p =0,034). Sin embargo, la expresién de
CD103 inducida con 125 pg/ml de R a las 6 h fue significativamente

100

P=0.017 P=0.006

jmm e ———

LT
S 1 |
Q) 75 | I:l 4 hrs
8 : - 6 hrs
1R
= 50
8
o
9]
=

25 4

Basal 625 125 500 625 125 500
Concentracion de rivobac

Figura 1. Efectos de la concentracién de la formulacion con ribosomas bacterianos
y proteoglicanos de K. pneumoniae y el tiempo de incubacién sobre la expresion de
CD11cen neutroéfilos. Los resultados se expresan como la media + EE de la intensidad
media de fluorescencia (IMF) de 3 experimentos independientes. Las concentracio-
nes se expresan en pg/ml de R.
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