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ABSTRACT. Cellular and humoral immunity are depressed during pregnancy, for this reason the non-
specific immunity mediated by polymorphonuclear leukocytes plays an important role in the defense
against bacterial infections. The objective of this study was evaluate the phagocytosis, phagocytic index
(particles ingested average by cell) and nitrobiue tetrazolium reduction (NBTr) in three trimesters of
pregnancy. The phagocytosis and rNBT assays were carried out by means of adherence on surface of the
glass. The resulted showed that phagocytosis, phagocytic index and NBTr were normal in two first
trimesters of pregnancy compared with noupregnant women group. However, phagocytosis and
phagocytic index were significantly decrease (p < 0.05) in the third trimester pregnancy. This phagocytosis
deficiency possibly explains the increase of respiratory infections, diarrhea disease and bacteriuria,
Several factors could be responsible of this non-specific immunity depressed during pregnancy. Further
studies are necessary to define the biological significance of this immunosuppresion.

Key Words: Pregnancy, phagocytosis, NBT reduction, immune response, phagocytic index poly-
morphonuclear leukocytes.

RESUMEN. Durante el embarazo hay una disminucién de Ia respuesta inmunolégica celular y humoral,
por esta raz6n la inmunidad inespecifica mediada por leucocitos polimorfonucleares juega um papel
importante en la defensa contra infecciones bacterianas. El objetivo del estudio fue evaluar la fagocitosis,
el indice fagocitico (mimero de particulas ingeridas en promedio por célula) y la reduccién de nitro azul de
tetrazolio (rNBT) en diferentes trimestres de 1a gestacién. Las técnicas de fagocitosis y rNBT se realizaron
mediante adherencia a vidrio. Los resultados mostraron que el valor promedio de fagocitosis, indice
fagocitico y rNBT en los dos primeros trimestres de la pestacién se encontraron en niveles normales en
comparacion con el grupo de mujeres no embarazadas. Sin embargo, en el tercer trimestre de gestacién la
fagocitosis y el indice fagocftico mostraron una disminucién significativa (p<0.05). Esta deficiencia en la
fagocitosis posiblemente explique en parte el aumento de infecciones intestinales, respiratorias y
genitourinarias que ocurren durante este periodo. Varios factores pueden ser los responsables para una
disminucién en ]a respuesta inmunolégica inespecifica durante el embarazo. Un mayor nimero de
estudios se requieren para definir el significado biolégico de esta inmunosupresion.
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INTRODUCCION en la proteccidn contra diversos patogenos intracelulares y

extracelulares. La fagocitosis por leucocitos polimorfonu-

Durante el embaraze ocurren cambios hormonales, nu-
tricios e inmunoldgicos. En este periodo se ha descrito un
aumento en infecciones genitourinarias, gastrointestinales
y respiratorias,” posiblemente por una deficiencia en la res-
puesta inmunclégica celular, Esta deficiencia celular du-
rante el embarazo' "' posiblemente radique en que el tejido
fetoplacentario espontineamente secreta citocinas del tipo
de células Th2 (interleucinas 4, 5 y 10), las cuales disminu-
ven la actividad de células T. Debido a la deficiencia en la
respuesta inmune celular,>'’ los mecanismos inespecificos
de fa respuesta inmunoldgica juegan un papel importante

cleares (LPMN)} es un mecanisme inespecifico de defensa
que durante el embarazo se ha descrito que puede estar au-
mentada, disminuida o normal,>**/#'%!® por 1o que alin
existenn controversias si esta actividad por parte de los
LPMN se ve alterada durante el embarazo. Ademds se ha
informado que algunos mecanismos como adherencia, in-
gesta y mecanismos bactericidas dependientes e indepen-
dientes de oxigeno también se encuentran alterados durante
esta etapa.’1 El objetivo de este estudio fue evaluar la ca-
pacidad fagocitica, el indice fagocitico y la reduccién de
NBT de los LPMN en diferentes etapas de la gestacion me-
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diante la técnica de adherencia en vidrio. Debido a que du-
rante el embarazo existen diversos factores que pueden
afectar la respuesta inmune inespecifica, se decidié estu-
diar mujeres embarazadas que mostraran un buen estado
nutricional y que adem4s no presentaran infecciones duran-
te la gestacion.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes. Es un estudio de casos y controles que se
realiz6 entre junio y diciembre de 1996. durante este perio-
do se invit6 a participar a todas aquellas mujeres embara-
zadas que ingresaron a la clinica de control prenatal del
Instituto Nacional de Perinatologia, México. Los criterios
de no inclusién fueron: mujeres que no desearon participar
en el estudio, mujeres con cardiopatias, con enfermedades
de la coldgena, mujeres que estuvieran recibiendo esteroi-
des, inmunosupresores o inmunomoduladores, mujeres que
presentaran enfermedades metabdlicas, imunoldgicas o in-
fecciones severas, mujeres que mostraran niveles bajos de
hemoglobina, hematocrito y albimina ¢ que recibieran su-
plementos alimenticios como sulfato ferroso o vitaminas.

Se consideraron como indicativos de un buen estado

nutricio cuando los valores de hemogiobina, hematocrito y
albamina fueron de 212.5 mg/dl, 240% y 24 g/dl respecti-
vamente.? Por otro lado, las mujeres embarazadas se agru-
paron de acuerdo a su periodo gestacional en: 17 trimestre,
cuando estas fueron de 8 a 12 semanas de gestacion; 2° tri-
mestre, cuando estas fueron mayor a la sernana 12 y menor
o igual a l2 semana 24 de gestacion y por ultimo, 37 tri-
mestre, cuando fueron mayores de la semana 24 y menor o
igual a la semana 36 de embarazo. Como grupo conirol
fueron mujeres no embarazadas de edades entre 23 y 41
afios de edad, trabajadoras y estudiantes de esta institucidn.
Obtencién de la muestra. Se obtuvieron tres mililitros de
sangre periférica sin anticoagulante en ambos grupes, los
cuales fueron usados para la técnica de fagocitosis y reduc-
cion de nitro azul de tetrazolio.
Técnica de fagocitosis y reduccidn de nitro azul de te-
trazolio (rNBT). La técnica se realizd de acuerdo a un tra-
bajo previo,” pero con ciertas modificaciones. Tres milili-
tros de sangre fueron distribuidos en seis cubreobjetos pre-
viamente lavados y desengrasados. Los cubreobjetos con fa
muestra de sangre fueron incubados en una camara hime-
da durante una hora a 37°C en atmdsfera de CO, al 5%, pa-
ra permitir la adherencia de los leucocitos polimorfonu-
cleares. Posteriormente, los cubreobjetos se lavaron ex-
haustivamente con 5 m) de solucién salina amortiguadora
para la eliminacién del codgulo y de eritrocitos.

Los cubreobjetos fueron separados en dos grupos, a
ambos grupos se les adicioné un m! de levaduras Saccha-
romyces cerevisiae a una concentracion de 1 X 107 UFC/
m! y un mililitro de medio minimo esencial (Sigma Co.)
suplementado con suero fetal de ternera (GIBCO) al 5%. A
un grupo de cubreobjetos se le adiciond un mililitro més de
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medio minimo esencial (técnica de fagocitosis), mientras
que al otro grupo se le adiciond un mililitre del colorante
de nitro azul de tetrazolio {Sigma Co) al 0.1% en solucién
salina 0.85% (NBT). Los cubreobjetos fueron incubados
durante una hora a 37°C en atmésfera de CO, al 5%.

Pasado el tiempo de incubacidn, los cubreobjetos fue-
ron lavados tres veces con 5 ml de solucién salina amorti-
guadora. Los cubreobjetos de la técnica de fagocitosis fue-
ron teflidos con el colorante de Giemsa por 5 min, mientras
que los cubreobjetos de rNBT se tifieron con safranina al
% en agua durante 5 min.

La fagocitosis se evaiud como el nimero de células que

ingirieron particulas en un recuento de 100 células. El indi-
ce fagocitico se determind como el nimero promedio de
particulas ingeridas por leucocito polimorfonuclear de un
total de 100 células que endocitaron particulas. La INBT se
determind como el nimero de células que redujeren el co-
lorante de nitroazul de tetrazolio en un recuento de 100 cé-
lulas que endocitaron particulas. Cada muestra se analizé
por duplicado.
Anilisis estadistico, Para el andlisis estadistico se deter-
minaron las medidas de tendencia central (media, mediana,
desviacién estandar y error estandar) y la prueba no para-
métrica de U Mann-Whitney.'

RESULTADOS

Actividad fagocitica de los leucocitos polimorfonuclea-
res durante el embarazo. Setenta y dos mujeres participa-
ron en ¢l estudio, 15 no embarazadas (grupo control) y 57
embarazadas. La edad promedio de las mujeres no embara-
zadas fue de 32 + 9 afios y de las embarazadas fue de 28 =
10, a cada una de eilas se les determind la fagocitosis, el
indice fagocitico y ta rNBT. Las medidas de tendencia cen-
tral se muestran en la tabla 1. El anélisis estadfstico demos-
tré que el valor promedio de la fagocitosis y de la INBT
fueron mayores en el grupo de mujeres no embarazadas
(grupo control), sin embargo estos valores no fueron signi-
ficativos en comparacién con las mujeres embarazadas. En
cuanto al valor promedio del indice fagocitico tanto de mu-
jeres embarazadas como no embarazadas éste fue prictica-
mente idéntico (3.3 £ 1.0 y 3.2 £ 0.8, respectivamente) por
lo que no hubo diferencia en la estadistica.

Actividad fagocitica de los leucocitos polimorfonuclea-
res en diferentes trimestres de gestacién., Las mujeres
embarazadas (57) de este estudio se agruparon de acuerdo
a sus semanas de gestacién en 1°, 2° y 3¥ trimestre, a cada
una de ellas se les determind la fagocitosis, el indice fago-
citico y la rNBT. La distribucién de sus valores en los tres
parmetros estudiados fueron normales. Las medidas de
tendencia central se muestran en la tabla 2. El anélisis esta-
distico mostré que el valor promedio de la fagocitosis dis-
minuye conforme aumentan las semanas de gestacion,
siendo la disminucion mds importante en el 37 trimestre de
embarazo (p < 0.05). Con respecto al indice fagocitico, los
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Tabla 1. Medidas de tendencia central de la capacidad fagocitica de los LPMN de mujeres embarazadas y no embarazadas.

No embarazadas Embarazadas
FAGOCITOSIS! L F.? rNBT? FAGOCITOSIS I.F. rNBT
(%) (%) (%) (%)
n 15 15 156 57 57 57
X 58.7 3.2 95.4 48.5 3.3 92
d. e 7.6 0.8 4.8 16.7 1.0 6.7
e e 2.0 0.2 1.2 20 0.1 0.9
mediana 57 39 97.5 475 33 94
minimo 40 1.4 81 20 14 75
maximo 68 55 95 79 69 100

n, numero de datos; X y d. ., media y desviacién estindar respectivamente; e.e., error esténdar.

* diferencia significativa p < 0.05, Prueba de U Mann-Whitney.

' Nimero de células que mostraron actividad fagocitica de un total de 100 células.

? Indice fagocitico, nimero promedio de particulas ingeridas por célula.

* Numero de células que mostraron la reduccion de nitroazul de tetrazolio de un total de 100 células.

LPMN de mujeres del 3 trimestre de gestacién mostraron
una menor ingestion de particulas la cual fue significativa
(p < 0.035) en comparacidn con las mujeres del 1° y 2° iri-
mestre de gestacidn. En cuanto a la rNBT, no se observo
diferencia significativa en los tres trimestres de gestacién
estudiados (tabla 2), lo cual sugiere que los mecanismos
oxidativos durante el embarazo no se encuentran afectados.

DISCUSION

Las mujeres embarazadas muestran una mayor suscep-
tibilidad a infecciones genitourinarias, respiratorias e intes-
tinales,” lo que puede ser un reflejo de una respuesta inmu-
nolégica disminuida o deficiente. De hecho, el perfil inmu-
nolégico en la mujer embarazada es del tipo de células
Th2,'"® por lo que la respuesta inmunolégica celular se
encuentra inactiva o disminuida, debido a la presencia de
IL-10. De esta manera la fagocitosis mediada por leucoci-
tos polimorfonucleares juega un papel importante en la de-
fensa contra diferentes infecciones, sin embargo, durante el
embarazo ha sido descrito que la actividad fagocitica de es-
tas células se encuentra aumentada, disminuida o nor-
mal**812-14.18 gin concluir si ésta se ve afectada o no por el
embarazo. En este estudio se demostré que la fagocitosis
de las mujeres gestantes fue normal en comparacién con la
fagocitosis de mujeres no embarazadas, sin embargo, el
anélisis de este parametro en los diferentes trimestres de la
gestacidn, mostré que durante el 3™ trimestre hubo una dis-
minucidén significativa (p<0.05) en esta actividad.

Diversas investigaciones sugieren que la disminucion
en la fagocitosis se debe a la presencia de factores séricos

que pueden alterar la capacidad fagocitica de los LPMN.**
De manera similar, se ha descrito que la IL-10 producida
durante el embarazo puede provocar que los macréfagos y
LPMN tengan una menor produccién de TNF-a y una me-
nor actividad en el procesamiento de antigeno. Otras alte-
raciones de los LPMN que han sido descritos que ocurren
durante el embarazo son: neutrofilia, incremento de los ni-
veles de fosfatasa alcalina, incremento en la tincién granu-
lar y reduccidn en los niveles de mieloperoxidasa,*>8%15
aunque en este estudio no se evalué alguno de estos facto-
res para correlacionarlo con la actividad fagocftica es posi-
ble que la presencia de estos factores influya en la fagoci-
tosis de los LPMN sobre todo entre las semanas 25 y 34 de
embarazo las cuales se consideraron en este estudio como
el grupo de mujeres en el 37 trimestre de gestacion.

Por otro lado, esta disminucién de la fagocitosis duran-
te el 37 trimestre de gestacidn concuerda con los datos epi-
demiologicos de varias publicaciones que describen que el
mayor nimero de infecciones ocurre durante esta etapa po-
siblemente como un reflejo de una respuesta inmunolégica
celular disminuida y por una menor capacidad fagocitica
de los LPMN, o por un awnento de factores supresores co-
mo la [L-10. Ctra observacién en este estudio es que las
mujeres embarazadas del 3* trimestre ademds de tener una
fagecitosis deficiente mostraron un menor nimero de parti-
culas ingeridas (indice fagocitico) por parte de los LPMN
(p < 0.05), io que sugiere una afectacion importante de es-
tas células durante esta etapa de gestacion.

Otro factor que puede alterar la respuesta inmune espe-
cifica e inespecifica es el estado nutricio, ya que diversos
estudios clinicos y epidemiolégicos han demostrado una
relacidn entre la desnutricién, infeccidn vy respuesta inmu-
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Tabla 2. Medidas de tendencia central de la capacidad fagocitica de los LPMN en tres trimesires de embarazo.
16 SEMANAS 24 SEMANAS 34 SEMANAS
Fagocitosis' |  IF? fNBT? | Fagocitosis IF rNBT | Fagocitosis IF RNBT
(%) (%) (V) (%) () (%)
n 19 19 i9 25 24 24 14 14 14
X 53.9 36 91.3 49.2 33 917 41.6* 2.4+ 93.8
de 15.3 1.1 4.6 16 0.6 7.2 11.3 0.6 8.4
€.e 35 0.3 11 3.2 0.12 1.4 3.0 0.2 2.3
mediana 56.0 39 9t.0 47 35 95.0 44.5 2.7 97.5
minimo 25 1.4 80 24 24 76.5 23 i.0 75
maximo 79 5.5 99 77 4.7 99.0 58 i3 100

n, nimero de datos; X y d. e., media y desviacién estindar respectivamente; e. e., error estandar.

* diferencia significativa p < 0.05, Prueba de U Mann-Whitney.

! Niimero de células que mostraron actividad fagocitica de un total de 100 células.
2 fndice fagocitico, niimero promedio de particulas ingeridas por célula.

nolégica’'' por ejemplo, durante el embarazo hay una defi-
ciencia de hierro, por lo que las mujeres gestantes tienen
que ser suplementadas de manera artificial con este mine-
ral. La deficiencia de hierro condiciona a alteraciones en la
sintesis de DNA, proliferacién tisular y funcion enzimética
de las células, provocando de esta manera un déficit de la
fagocitosis y de los mecanismos de muerte intracelular por
parte de los LPMN.""!

La enzima que se ve afectada en los LPMN por la defi-
ciencia de hierro es la mieloperoxidasa, la cual participa en
los mecanismos oxidativos y en la generacién de hipoclori-
tos, sustancias con actividad bactericida.! Un indicador de
la produccién de estas sustancias oxidativas es la reduccion
de azul de tetrazolio (NBT), el cual al reducirse forma un
precipitado color azul que es facilmente observable en el
microscopio de luz visible, En este estudio se evalu el es-
tado nutricio de las mujeres embarazadas de acuerdo a los
datos de hemoglobina, hematocrito y albimina, ninguna de
ellas mostré deficiencia nutricional (datos no mostrados).
Ademas los valores de reduccion de NBT (rNBT) no se
vieron aiterados durante las diferentes semanas de gesta-
cion, lo que refleja que el embarazo per se no provoca una
disminucién en la rINBT y que posiblemente la disminu-
¢ién en los mecanismos oxidativos durante ¢l embarazo se
pueda explicar por el estado nutricio de la mujer embaraza-
da, quizas por una deficiencia en hierro.%*

En conclusién, la fagocitosis y el indice fagocitico se
ven disminuidos en el tercer trimestre de la gestacion, posi-
blemente por el aumento de algunos factores como la IL-4
v/o 1L-10, lo que explicaria el aumento de las infecciones

durante este periodo de embarazo.

Finalmente, cabe sefialar que aunque una menor activi-
dad fagocitica de los LPMN puede ser benéfica para el feto
(ya que se disminuye la respuesta inflamatoria y previene
el rechazo de injerto fetal, por una menor produccién de
citocinas como IL-1 y TNF, las cuales pueden activar 2 lin-
focitos Th1), una menor actividad fagocitica provoca el au-
mento de infecciones bacterianas gue pueden estimular a la
respuesta inmunolégica mediada por células Thl, lo que
llevaria a cabo la produccién de citocinas como la IL-2,
IFN-g y TNF-a>!7 y por lo tanto la induccién de abortos y/
o ruptura prematura de membranas. Por todo esto, se re-
quiere de un mayor nimero de estudios que permitan de-
mostrar que factores son los responsables en el dafio de la
respuesta inmunolégica inespecifica y el significado biold-
gico que tiene esta disminucién de la fagocitosis durante el
embatazo,
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