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INTRODUCCION.

El pulmén es uno de los 6rganos que constantemente es invadido
por agentes extrafios y requiere de un mecanismo de defensa su-
mamente eficaz para prevenirse de los agentes quimicos o biol$

gicos externos.

Los mecanismos de defensa con que cuenta el pulmén pueden
ser agrupados en cuatro categorfas:

1) Efectos mecdnicos.

2) Mecanismos de fagocitosis.

3) Sustancias qufmicas humorales.

4) Factores inmunolfgicos, ya sean de tipo celular o humo

ral (1).

Estos mecanismos de defensa no trabajan independientemen-
te, sino que est&n Intimamente interrelacionados e integrados

para llevar a cabo la defensa del pulmén.

DEFENSA MECANICA.
El comfin denominador de la induccién de enfermedades pul-~
monares es la partfcula presente en el medio ambiente que es -

inhalada. Estas partfculas encuentran en las partes iniciales
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del tracto respiratorio un mecanismo de filtracibn aerodindmi-
co llevado a cabo por las corrientes de aire y la presencia de
pelos visibles. Las partfculas de aire que penetran son some-
tidas a una turbulencia en las cavidades nasales y luego a un

cambio violento en su direccifn, que provocan que las particu-
las suspendidas se impacten sobre la superficie traqueobron---
quial, su velocidad disminuye, la inercia decae y las fuerzas

gravitacionales ejercen un efecto predominante (2).

Las partes iniciales de las vias respiratorias poseen pe-
los visibles capaces de filtrar las paftIculas grandes; asi el
90% de las partfculas que poseen un diSmetro mavor a 2-3 mi--
cras son las m8s peligrosas pues penetran a regiones mis pro--
fundas, impacténdose en el alveolo como es el caso de los orga
nismos en general. Las partfculas s6lidas que poseen un difdme-
tro.mucho mds pequefio a 0.2-3 micras, no se impactan y son sub
secuentemente exhaladas (3). Si en el medio llegara a existir
de un 60 a un 90% de humedad, las particulas higroscfpicas cre

cerfan impactindose en un sitio superior del &rbol traqueobron

quial.

Afortunadamente todas las vias respiratorias se encuen--
tran recubiertas de una secrecifn mucosa que actfia como pega--
mento y retiene las particulas que llegan. El moco se despla-

za hacia arriba a raz6n de 10 a 20 mm por minuto, merced a 1la
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1ntervenc16n de células epltellales c111adas que revisten el -
&rbol reseratorlo.ﬂ El transporte en la mucosa traqueobron—--
quial se lleva a cabo por un fluido que consiste en una fase -
en gel y otra en s;1 (4). En el sujeto sano, esta capa mucosa
elimina cada hora un 90% de la sustan01a deposztada y si acaso
llegara a proéuc1rse una disminucibn en su, actividad, es com-~
pensada por el mecanismo de la tos. Cuando ambos mecanismos -
fallan durante las tres primeras horas después de una infec--
c16n, se perﬁ1te la multiplicaci6n de las bacterias en lab se~-

crecionqs<mucosas.

y

DEFENSA FAGBCITICA.

Cuandé'él,m;cgqorganismo ha podido evadir las defensas de
la primera‘barfe¥$ § llega a lcs alveolos pulmonares, se en--.
frenta a gé;;sé§q5démbarrera que es llevada a éabo por los ma-
cré8fagos breéeﬁges en esta regién, y de esta forma la respucs-
ta fagoc!tica_édﬁétituir!a la mayor parté de los ﬁécanismos de

defensa.

Los maéréfqgog son células mononucleadas que tienen la ca
pacidad_dé’fggocipar gérmenes y generalmente destruirlos digi-
riéndolos pof'medio de las enzimas contenidas en sus lisosomas.

Existe otro tipo de fagocito que es una célula blanca de la ==
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sangre que'penetra en el tejido conectivo laxo cuando hay in-
vasi6én de partfculas extraifias y ahf presenta gran capacidad -
fagocitica; este fagocito, que es mids pequefio que el macr6fa-
go, es un leucocito polimorfonuclear, ya sca un bas8filo o --

neutré6filo.

El conocimiento del macr8fago data desde 1882 y los pri-
meros descubrimientos se le atribuyen al zodlogo y anatomista
ruso Metchnikoff, quien realiz6 experimentos con larvas trans
parentes de estrella de mar a las que le introducfa espinas -
de rosas y al dfa siguiente observaba que alrededor del obje-
to extrafio se reunfan células m6viles. De esta experiencia -
pas8 a otras con diversos vertebrados, y comprob6 que los ma=-
cr8fagos del tejido conectivo laxo y los polimorfonucleares -
de la sangre podfan fagocitar y muchas veces destruir diver--

sos tipos de gérmenes patSgenos (5).

Los macr6fagos no s6lo ingieren algunos tipos de bacte--
rias infecciosas, sino que también ayudan a liberar al tejido
conectivo laxo de restos resultantes de la desintegracién de

c&lulas de diversos tipos (5).

Los macréfagos se desarrollan a partir de los gl8bulos -~

blancos llamados monocitos que atraviesan las paredes de las



vénuias de los tejidos y una vez ahf, se transforman en macr§
fagos. La membrana celular de un macrSfago presenta en forma
caracterfstica un contorno irregular, pro?ectandose hacia -~
afuera en forma de pequefios pseudbpodos y hacia adentro en --

forma de depresiones y hendiduras (Fig. 1). Contiene las dos

[
]

Figura 1. Representacidn esquemitica general de un macrGfago. Obsérvese

su nacleo excéntrico y ia forma irregular de su membrana.



terceras partes del total de colesterol gue se encuentra pre-
sente en dos compartimientos subcelulares: uno de intercambio
rdpido y otro lento. El colesterol se intercambia con las a-
lipoproteinas y no es afectado por inhibidores de la sintesis
de protefnas o de la fosforilaci6n oxidativa. Un aumento en

el total del colesterol libre o del contenido de fosfolipidos

del macr68fago ocurre después de una pinocitosis o fagocitosis.

El nGcleo de un macr&fago suele tener forma oval, denta-
da de un lado, y estd situado hacia un extremo de la célula,
con un borde convexo dirigido al extremo celular. La forma -
mds simple de observar un macr6fago es recurriendo a sus capa
cidades fagociticas, esto se logra inyectando en el tejido =--
areolar de un animal vivo una suspensifn o solucifn de algtn
material que sea fagocitado por los macr6fagos que al pene--
trar en su citoplasma permita identificarlas. Estas cé&lulas
fagocitan r8pidamente algunos colorantes coloidales denomina-
dos colorantes vitales como es el caso del azul de trf{pano o
el rojo neutro. Si se inyecta una solucifn al 1% de estos co
lorantes en el tejido conectivo laxo de un animal en experi--
mentacién, uno o dos dfas m&s tarde revelar8n gran nfimero de

macr6fagos con un citoplasma lleno de colorante inyectado (5).

En estudios recientes de microscopfa electrfnica hechos



con macrGfagos alveolares de cerdo (6) se encontré que poseen
un tamafio que varfa entre 9 y 16 micras de difmetro y poseen -
las caracterfsticas generales de nficleo ovoide y excéntrico --
de cromatina ligeramente concentrada y en ocasiones con nucleo
lo visible. En el citoplasma se pudieron observar lisosomas ~
que aparecen como vesiculas de tamafio variable con bordes irre
gulares y grfnulos densos. También se observaron vacuolas fa-
gociticas o fagolisosomas con figuras mieloides. Los riboso--~
mas se encontraron libres por todo el citoplasma y unidos al -
reticulo endopldsmico, el cual es poco aparente pero bien dis-
tribuido. El aparato de Golgi se observé poco desarrollado, -
encontréindose cerca de €1 grinulos y vesfculas. Las mitocon--
drias se encontraron distribuidas por todo el citoplasma y no
son muy abundantes.

wal
AN

En esté'mismo‘éséudio se pudo observar que los macr6fagos
alveolares de cerdo presentan nficleos m&s o menos regulares a
diferencia de los enconttados en células de conejos en las que
se reportan nﬁcleos ‘mas irrequlares y con una gran cantidad de

el

grinulos pequepos.y muy densos.

MQCdﬂLde dc 84 Fagocditosis de Microonganismos.
El comple]o proceso de la fagocitosis principio con el re

conocimiento y la unién del microorganismo a la superficie de



yla membrana, del macr6fago continfia con el englobamiento del -~
cuerpo extrafo por las proyecciones membranales formando la va
cuola fagocitica o fagosoma y termina con la muerte y diges—-
ti6n del microorganismo dentro del iagolisusoma (7). Los fac-
tores mds importantes que participan en este proceso son:
a) Receptores de membrana para la uni6n fagocito-microor-
ganismo (8, 9).
b) Aparato de microtGbulos y microfilamentos para la for-
macién del fagosoma (10).
c) Aumento en el metabolismo oxidativo para la muerte in-
tracelular (11, 12).
d) Desgranulacién y activacién de las enzimas hidrolfti--

cas para la digesti6n (13, 14).

v
A

a) Receptores de Membrana para la Unidn Fagocito-microor-
ganismo.- La unifn de los microorganismos al macréfago requie
-re la alteracién de la superficie del primero (Opsonizacifn) -
para facilitar la fagocitosis; se ha propuesto que el engloba-
miento ocurre cuando la superficie del microorganismo se hace
mds hidrof6bica que'la'superficie de las células fogociticas.
La opsonizacifn de las partfculas provee un sitio de unién en-
tre las membranas del fagocito y el microorganismo, y cuando -
esta unibn se lleva a cabo, hay estimulacién de la glucblisis

y de la sfintesis de lfpidos y el proceso de englobamiento co--

mienza a efectuarse.




b) Aparato de Hictotﬁbulos y Microfilamentos para la For-
macién deT.Faggsbma.- ‘La via de la glic6lisis es la gue pro--
vee la eﬁégéfa;necesarla para la fagocitosis del microorganis-
mo (l6), los eventos mogeculares que se llevan a cabo en la -~
contraccibn del citoplas@a del fagocito y en la formacibn de -
pseud6podos que rodean al microorganismo, se llevan a cabo ---
principalmente por la accién de una protefna de unién con la ~
actina que estd intimamente asociada con las membranas plasmi-
ticas del fagocito . Cuando esta proteina es activada como ~--

respuesta de la membrana plasmitica del fagocito durante la --

fagocitosis, ocurre un cambio configuracional llevindose a ca-

bo una polimerizacién de la actina a mlcrofllamcntos, la gell- .

ficacibn o la contraccién de estos filamentos forman los pseu=.. -

d6podos que rodean a las particulas, quedando dentro de una ~--

membrana que constituye el fagosoma (17).

c) Aumento en el Metabolismo Oxidativo para la Muerte in
tracelular.- Cuando la fagocitosis se lleva a cabo hay - un au-

mento sorprendente en cl consumo dc oxigeno y tambi&én se dispa

ra el metabolismo de la glucosa por la via de la hexosa mono--

fosfato (HMP), La funcibn oxidativa cn lu'fagocitosis no cs -
sensible a inhibidores de la cadena respiratoria y puedé ser -
medida por el consumo de oxfgeno, por la producci6n de perOGxi-

do de hidr6§§no, por la reduccibn de nitro azul de tetrazolio
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(NBT) (18), por la produccibén de i6n super8xido (19), o por =--

quimioluminiscencia (20).

Los requerimientos metab6licos para una ingestién eficien
te estdn separadas claramente de los mecanismos microbicidas;
la glucéblisis es la que provee al fagocito de la energfa nece-
saria para la ingestifén de la particula, pero es la accifn me-
tab6lica oxidativa la necesaria para la muerte de los microor-

ganismos.

‘ Durante el proceso de la fagocitosis se ha encontrado un
marcado aumento en el consumo de oxf{geno y en la actividad de
la vfa del fosfogluconato. Esta via, también conocida como la
via de la degradacién de la he;3sa monofosfato (HMP) tiene dos
objetivgs principales:

1) La generacién de poder reductor en el citoplasma extra
mitocondrial en forma de NADPH.

2) La sfntesis de pentosas con liberacifn de C02 (21) (Ver

Fig. 2).

El NADP+ resulta ser un factor limitante en dos pasos de

esta via:

- en la oxidacién de la glucosa~6-fosfato por la accién -~

de la glucosa-6- P ~deshidrogenasa.
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- en la oxidacifn del 6-fosfogluconato por la accibn de -

la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (21).

El NADP+ necesario para llevar a cabo la via del fosfoglu
conato es suministrado por la reaccifn de la glutatién peroxi-

dasa,

GLUTATION .
2 GSH + H,0, PEROXIDASA GSSG + 2H,0

seguida por la reaccién de la glutatifén reductasa,

GLUTATION +
GSSG + NADPH FEDGCTASA » 2GSH + NADP 22)

De esta forma una deficiencia de la glutatién peroxidasa -
en este mecanismp"oxidativo, limitarfa la estimulacién de la -

via del fdsfogluconato.

El aumento en el consumo de oxfgeno se explica por la ac-
cibén que tiene la NADPH oxidasa para generar mis nappt y molé-

culas de i6n superdxido (22). (Fig. 2).

Los productos de la reduccifn incompleta del oxfgeno bar-

ticipan én'las reacciones microbicidas de los macr6fagos; la -
enziﬁa.mieldperoxidasa (MPO) emigra al fagosoma durante la fa-
'éoéitosis:y su dcci6n aunada a la del H,0, se ve aumentada {n

.

vitro cuando-al medio se le adiciona algfin halogenuro cormo io-
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Glucosa - T-Gu-Crerery
ATP o .“"ATP Glutatidn
ADP Mg®*  Deshidrogenase —. 6-PG ADP Sintetasa
>
G-6-®  NADP*  NADPH ,"’ NADP osH 202

Glutatién  Glutatién
Mlducmu Reductass Peroxidaso

1F

Figura 2. Esquema simplificado del metabolismo oxidativo asociado con el

fenSmeno de 1a fagocitosis. La respiraciSn acelerads trae con
sigo un aumento en el consumo de glucosa y la actividad del mecenismo pa~
ra la degradaciSn de HNP es aumentada 10 veces. Se producen grandes can-

tidades de i6n superéxido (o{) ¥ de H,0,.
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duro o cloruro (23). El sistema antimicrobiano MPO-H,0,-halu
ro es eficiente tanto en células polimorfonucleares como en -
macréfagos alveolares; sin embargo, en estudios m&s recientes
se ha encontrado que &stos ltimos reguieren necesariamente -
que el halogenuro sea I  para poder llevar a cabo la oxida--
cibn de los sustratos apropiados'presentes en el microorganis

mO Yy ocasionar su muerte.

La reduccién del oxfgeno a per6bxido de hidr&geno se ile-
va a cabo por la transferencia de dos electrones en totai, pe
‘ro 81 el oxfgeno acepta la transferencia de tan solo un elec~
txén, se formar&n otros productos intermediarios como el ién
superéxido (02_), el radical oxhidrilo ("OH) y oxfigenc excita

to (02*) (11, 12).

El i6n superéxido es un radical libre formado por la re-
duccién monovalente del oxfgeno molecular o por la oxidacién
monovalente del H,0,. Esta molécula altamente reactiva es un
potente agente 6xido-reductor; en presencia de un pH &cido, -
el i6n superb6xido es altamente inestable y sufre una dismuta-
cidn espontinea para generar moléculas de oxfgeno y per6xido

de hidr6geno por la reaccién (20),

+
- - 2H
[ L K
+ 02 02 + 8202
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El i6n superﬁxidd,puede ser convertido al radical oxhidrilo -

por medio dé la readcién de Haber-Weiss (21),
0,” + HO, —F— 1 con+HO + O

La produccibn de gstas moléculas altamente reactivagsﬁrae co=
mo consecuénqia el rompimiento de las membranas de los micro-
organismos por la ééciéh oxidante sobre ellas. ‘ .

El i6n,sgpe:6xido es detectado en los sistemas biolégi--
cos por sh‘cap;éidad de reducir compuestos como el citocromo
C (26) o el NBT (27) Y por su transformacién a oxfgeno molecu
lar en la presencia de la enzima superfxido dismutasa (SOD);
la contribuci6n del super6xido en el poder bactericida se ha
estudiado en diferéntes sistemas. Cuando la SOD sé fija a -~
particulas de lafék que entran junto con las bacteriaq a los
fagosomas, se obéé?ba casl una completa inhibicién del poder
bactericida (éé){ Se han obtenido otros resultados muy pare-
cidos con catalasaihﬁida a partfculas de l&tex. Aunque estos
estudios L@ v{yéréf;rman la participaci6n del ifn super6xido
en los evéntéé 5Sé£ericidas, no pueden aclarar si su papel es
como agente primario o como un intermediario para la subse--

cuente formacién de H202
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La generacién de estados de excitacifén electrbnica en las
cé@lulas fagocitarias fue por primera vez reportada por Allen -
(20) : &1 observ6 un marcado aumento en la guimioluminiscencia
que fue inicialmente relacionada con la fagocitosis y la acti-
vacibén del sistema de degradaci6n de la HMP. El propuso que -
las especies luminiscentes fueran oxfigenos excitados o un pro-
ducto de oxidacif6n mediado por ellos. Una vez que el oxfgeno
excitado (que es excepcionalmente reactivo) se ha formado, es
un potente reactivo oxidante capaz de atacar regiones de densi
dad electrfinica alta en un gran nfimero de sustancias molecula-
res. Los microorganismos que han sido fagocitados y se encuen
tran dentro del fagosoma, son una rica fuente de sustratos oxi
dables por su alto contenido de &cidos grasos insaturados que
forman parte de los 1fpidos de membrana, de Scidos nucléicos -
y de residuoé de amino&cidos. El producto de la oxidacién del
oxfgeno electrb8nicamente excitado puede ser un dioxetanc u ---
otro intermediario inestable gque se desintegra para dar grupos
carbonilos electr6nicamente excitados. La relajacién de estos
grupos carbonilo a sus estados basales da como resultado la --

emisién de un fotén gque se manifiesta como guimioluminiscencia

(Fig. 3) (20).

El oxfgeno excitado (02') puede ser producido en los sis-
temas biol6gicos por varios caminos; uno de ellos incluye el -
sistema MPO-HZOZ-halogenuro y el otro puede ser una dismutacién
espont8nea del ién super6xido a un pH adecuado (Fig. 4).
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1.
02 OXIGENO SINGULETE

SUSTRATOS OXIDABLES DE MICROORGANISMOS
R [+ (o} R

S\

/' O

\. .
Ve ) / \,

CARBONIL EXCITADO DIOXE TANO

Oz==x= C

Figura 3. Representacién esquemitica de la oxidacion microbicida propues
ta por Allen (20) mediada por un oxigenov excitado (02*). El -
sustrato microbiano es una representacidn de una region de alta densidad
electronica. El Dioxetano es un producto intermediario inestable cuyo --
: anillo se rompe para dar carbonijos excitados que al regresar a su estado
basal emiten radiacidn electromagﬁética (hv).
Nota: E) oxfgeno excitado se le nombra también oxigeno singulete por su

espectro que presenta sdlo un pico a diferencia del oxigeno basal
que presenta un triple.
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205 + 2H-PISMUTACION 16t & u,{,\ M0

cr ocr

_;..:v{.._smm'on o, HYO,

. MICROBICIDA
MIELOPEROXIDOSA

f!gura 4. Representacidn esquemitica de la fuente de 02* en el’fagogom.
el 02- es el i6n superdxido, producto de la reduccién incomple-
ta del oxfgeno molecular por un solo electrén. El 02* es el estado elec-~
trénicamente excitado del! oxigeno molecular y que es capaz de regresar a -
su estado basal con la subsecuente emisién de un fotén o atacar una regién
de alta densidad electrénica de los sustratos moleculares. La oxidacién -

microbiana se 1leva a cabo como se ilustra en la figura 3.
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Aungue todos los productos de la reduccién incomplefa del
oxfgeno poseen un poder bactericida, la acumulacién de ellos -
dentro de la célula puede producir danos irreversibles (29). -
La célula est& equipada con enzimau gue eliminan estos produc-
tos téxicos; el ién super6xido es dismutado por la enzima su--
per8xido dismutasa (SOD) generando oxfgeno molecular y H202; -
el 3202 es eliminado por la peroxidasa para dar oxfgeno y agua.
Asf, en c€lulas donde la actividad de estas enzimas es muy ele

vada, el sistema bactericida realizado por sustancias oxidan--

tes resulta poco relevante.

+ - - SOD
+ + ——— e +

PEROXIDASA —+ 1/2 0O, + H,O

d) Desgranulacién y Activacién de las Enzimas Hidrolfti-
cas para la Digestion de! Microorganismo.- Existe una serie -
‘de enzimas que son productos de la desgranulacién del lisosoma
en el fagosoma y que tienen propiedades bactericidas. El meca
nismo de la fusibn de la membrana del lisosoma con el fagosoma
estS influenciado por cambios en la concentracién de cationes

divalentes. La desgranulacién y la liberacifn de enzimas hi--
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drolfticas se inicia por la accién de los radicales oxhidrilo
{(OH), ya que las sustancias que son capaces de eliminarlo, -

también inhiben a su vez la desgranulacién.

El mecanismo propuesto para la desgranulacién es el si--
guiente:
1; Formacién del ifn super6xido y su dismutacién a oxige
no molecular y per6xido de hidr6geno,
+ - - S0D

————
2H + O2 + O2 02 + H2

'2) Reaccién entre el per8xido de hidr6geno y el ién su--
peréxido para producir radicales oxhidrilo,
- ‘ H+

L —————— °
02 + Hzo2 OH + Hzo + 02

3) Peroxidacién de las membranas lisosomales.

4) Desgranulacién y liberacifn de las enzimas aigeéiivas.

,Entre las enzimas liberadas en la desgranulacién tenemos
la lisozxma que tiene una capacidad bactericida limitada, ya
w;que esencialmente actfia sobre las bacterias Gram+ pues en las
de tipo Gram la mureina (sustrato de la lisozima) se encuen-
tra recubierta por una capa de lipopolisaciridos. La lacto--
ferrina témbiéh es liberada durante la desgranulacién, pero -

tiene un efecto bacteriost&tico mis que bactericida (30). -~
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Existen otras protefnas con poder bactericida que son altamen

te catifnicas pero que afin no se encuentran plenamente identi

ficadas (31).

Ademis de la liberacibn de sustancias bactericidas antes

mencionadas, la desgranulacidn libera una gran variedad de en

zimas hidrolfticas que actfian sobre el microorganismo ya des-

activado.

a)
‘b)
c)
a)
e)
£)
g)
h)
1)
i)
X)
1)

Fosfatasa &cida.
Ribonucleasa &cida.
Desoxirribonucleasa &cida.
Arilsulfatasa.

Catepsina.

Colagenasa.
Beta-galactosidasa.
Manosidasa alfa.
Glucosidasa alfa.
Beta-glucuronidasa.
Reductasa del citocromo C.

Fagocitina.

Los restos de la cé&lula bacteriana pueden

Entre las mis importantes de estas enzimas tenemos:

ser finalmente

metabolizados por el macr6fago o expulsados al exterior de la

cé8lula.
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DEFENSA QUIMICA HUMORAL.

Esta barrera actfia en cooperacién con la fagocitosis y -
estd formada por una serie de sustancias quimicas que se en--
cuentran en el suero. La lisozima es una de estas sustancias
ya que también puede actuar extracelularmente produciendo la

lisis del microorganismc para que despu&s sea fagocitado.

El sistema properdina también posee propiedades antibac-
terianas; es una beta-globulina que se encuentra en el suero.
Otras sustancias que entrarfan en este grupo serfan las beta-
lisinas, algunas protefnas b4sicas como las protaminas e his-
tonas, &cidos dicarboxflicos y cetofcidos, &4cido l&ctico pro-
ducido a partir de la glicolisis anaerobia y un factor muy im
portante que es el interferén (32), presente s6lo en el caso

de una infeccifn viral.

DEFENSA INMUNOLOGICA.

Hasta aquf s6lo hemos hablado acerca de las barreras in-
especificas que posee el organismo, pero existe otra barrera
de tipo especifico gque es la inmunolégica, la cual actfia esti
mulando a la fagocitosis y viceversa, ya sea de forma celular

o humoral.
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Podemos decir que el pulmén se defiende con diversos me-
canismos de la entrada de microorganismos; sin embargo, es im
portante sefialar que cada uno de estos mecanismos actfia en --
una forma Intimamente relacionada y es imposible separar la -

accibn de cada una de ellos en forma independiente.
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OBJETIVOS.

Una de las principales p&rdidas econfmicas de las industria -
pecuaria en México, se debe a la gran recurrencia que se ha -
tenido de enfermedades respiratorias producidas por diversos
microorganismos que actfian en forma mixta con otros factores
como pueden ser los ambientales o la inter;eiacién con infec-

ciones virales (33).

La accién de las sustancias bactericidas presentes en ==
los macréfagos alveolares es de gran importancia para la de--
fensa contra las infecciones bacterianas. A pesar de sui}m:;
portancia, es muy poca la informacifn que se posee ace;éﬁ d;
los mecanismos que acompafian a la fagocitosis especifigamente
en lo que se refiere a la actividad de enzimas de machfagos
alveolares de cerdo, hecho que nos motivé a la realizaciﬁn -
del presente trabajo, el cual consiste en la detetmihaciéh'de
las actividades de tres de las enzimas de mayor importancia -
en estos mecanismos como son la lLisozima, la Peroxidasa y la
Superoxido Dismutasa, presentes en los macr&fagos alvgolares

de cerdo normal.

En estudios realizados se ha encontrado que las infeccio

nes virales suprimen la actividad bactericida intrapulmonar,
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hecho que se relaciona con los desperfectos que pudiera sufrir
el mecanismo bactericida m&s que con las alteraciones del sis-

tema de transporte dentro del pulmSn (44, 45).

Los antecedentes mencionados cugieren gue algunas de las
enzimags de mayor importancia en el sistema bactericida pudie--
ran modificar su actividad como consecuencia de una infeccifn
viral, dando como resultado una mayor recurrencia en el animal

en las enfermedades de tipo bacteriano.

Asf, las actividades enzim&ticas basales de lisozima, pe-
roxidasa y super8xido dismutasa determinadas en el presente --
trabajo, podr&n servir de punto de comparacién para trabajos -
posteriores realizados con cerdos infectados, para determinar

si la hip6tesis antes enunciada resulta ser falsa o verdadera.
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MATERIALES Y METODOS.

dBTENCION DE HACFOFAGOS ALVEOLARES.

Los macr6fagos se obtuvieron a partir de pulmones de cer-
dos sanos de cuatro semanas de edad y con un peso aproximado -
de B.70 Kg. Se sacrificaron desangr@ndolos en blanco por inci
sién de las arterias branquiales previa anestesia con 5 ml de
anestesal. La cavidad toricica fue abierta y la parte supe--
rior de la traquea cerrada para prevenir la entrada de sangre
a los pulmones durante la diseccifn segfin una modificacifén de

la técnica de Myrvik (34), que a continuacién se describe.

La traquea fue cortada por arriba del punto donde fue ce~
‘rrada y se extrajeron los pulmones, corazén y tr8quea como una
sola pieza que se lav6 con solucifn isot6nica con la traquea -
afin cerrada. El corazfn fue separado cuidadosamente previnien
do cualquier lesifn en los pulmones y limpi&ndolos con gasa pa
ra eliminar el exceso de fluido externo que pudiera contaminar.
Se hicieron dos lavados introduciendo por la traquea 60 ml de
solucién de NaCl isot8nica (6), cuidando de que todo el lfqui-
do entrara por los bronquios para que se distribuyera por cada
uno de los 16bulos del pulmén. La traguea se cerr$ para dar -
un firme masaje a los pulmones; el lfquido se deposit6 en tu--
bos frfos que se centrifugaron durante 10 minutos a 1500 rpm -

en una centrffuga clfnica.
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Al sobrenadante se le determin8§ su contenido celular; el
volumen de la pastilla fue medido y resuspendido en 5 ml de -
solucibén salina isotbnica. Se hizo una tincibn vital con ro-
jo neutro al 1% (34) y se realizb la cuenta viable con la té&c
nica de rutina para gibbulos blancos (35), se centrifugf nue-
vamente a 1500 rpm durante tres minutos, el sobrenadante fue
desechado y la pastilla se resuspendif en 5 ml de solucifn --

hipotSnica de sacarosa 0.2 M.

L1SIS DE MACROFAGOS ALVEOLARES (37).

Los macréfagos obtenidos en la solucién hipot6nica fue--
ron homogenizaaos a 4°C en un homogenizador de vidrio provis-
to de un &mbolo de teflfn durante seis minutos; se anadif Tri
tén X-100 a una concentracién final del 0.1% y se sometif a -
un proceso de congelaci6én (~85°C, 15 min) y descongelacibn --
(50°C, 5 min) por seis veces consecutivas. Se centrifugf de
nuevo durante 30 minutos a 1500 rpm para eliminar todos los -

fragmentos celulares producidos por la lisis (Fig. 5).

CUANTIFICACION DE PROTEINA (36).
Al sobrenadante obtenido de la Gltima centrifugacifn se
le determin® su contenido protéico segfin la técnica de Groves

(36) que utiliza una determinacifn espectrofotomé&étrica en un
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PULMONES

Lavado (60 ml Sol. Salina)

MACROFAGOS ALVEOLARES

1500 rpm, 10 min

[

!

SOBRENADANTE PASTILLA
Resuspender en 5 ml Sol. Salina
Tomar muestras para cuenta
viable
1500 rpm, 3min
PASTILLA SOBRENADANTE
Resuspender en 5 ml
de Sacarosa 0.2 M
HOMOGENIZAR 4°C

Anadir Trit6n X-100

CONGELAR Y DES

CONGELAR 6-X

1500 rpm, 30 min

il

PASTILLA

SOBRENADANTE

{Determinar el contenido

proteico)

Figura 5. Método para la obtencidn y lisis de macr6fagos alveolares.
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rango de lyz ultravioleta donde se elimina la interferencia de
&cidos nucléicos y otras sustancias presentes en el extracto.
Se utiliz6é como control para la curva de calibracién, solucio-
nes de concentracifn conocida de Albumina Bovina. La f6rmula

empfirica para esta cuantificacifn es la siguiente:

AA

vg/ml = T —E8Y (10-2) (Dilucidn)

donde: AA = Ajounm = A2373.nm

ENSAYO DE LISOZINMA.

De un cultivo joven de Micrococcus Lysodeikticus fue toma
da una muestra y resuspendida en 0.5 ml de buffer fosfatos ---
0.05 My pH 6.2 a una diluci6n final de aproximadamente 1010 -
bacterias/ml (correspondiente a una transmitancia del 50% a --
una longitud de onda de 650 nm cuando se ajusta el blanco con

agua destilada).

Se afiadieron 0.5 ml del extracto crudo de proteina libre
de células y se agit8. La actividad de la lisozima fue deter-
minada por la cinética de la lisis de M. fysodeikticus en un -
espectrofotfmetro Zeiss (nodelo‘PM 2D) adaptado con un grafica
dor continuo y calibrado a 100% de transmitancia con agua des-

tilada a 650 nm. El progreso de la reaccifn fue seguido duran

te 15 minutos.
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Se hizo una estandarizacién utilizando como control una -
solucibn de 30ug/ml de lisozina marca Miles No. 36-323 con una

actividad de 20,000 U/mg.

Una unidad de actividad se define como la cantidad de en~
zima que causa un decremento de absorbancia a 650 nm de 0.001

por minuto a 25°C (42) (véase: RESULTADOS).

ENSAYO DE PEROXIDASA (39, 40)..

La actividad de la péroxidasa fue determinada por la desa -
paricifn de la banda de absorcifn del Scido firico a 290 ﬁm me-
dida espe?t:oﬁpgoéétricamente durante el curso de la accifn de

la peroxid&sa sobre el donador de electrones.

Se co;dcaron 2;55 ml de buffer fosfatoéia;d7 My pPH 7.3‘f _
en la fotocelda y se afiadieron 0.15 ml de Scido 6rico 0.5 mM -
nds 0.5 ml del extracto crudo de pzote!na.v La réaéci&ﬂcgéﬁihiu?ﬁkﬁ
cié aﬁadieqdo al‘tigmpo_ceto 20 nicrolitroﬁ de ﬂzoz 15 mM. La
disminuci6n de la_abéorbancia debida a la desaparicifn de la ~
banda de gﬁsbrcidn,ﬁel'&cido Grico a 290 nm, fue registrada du

rante 40 minutos a condiciones ambientales (39, 40).

Se estandariz6 utilizando una solucifn de Peroxidasa mar-
: RN -
ca Miles N6. 36-453 con una actividad de 100 U/mg.
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Una unidad de actividad se define como la cantidad de en
zima que cataliza la conversifn de 1 umol de H202 por minuto

a 25°C (43) (véase: RESULTADOS).

ENSAYO DE SUPEROXIDO DISMUTASA.

La actividad de la superSxido dismutasa (SOD) se determi
né por la aparicifn de la banda de absorcifn a 560 nm del ---
azul de formazén que es el pfoducto de la reduccibn del azul
de tetrazolio (BT) por la oxidacién del i6n super6xido; en dai
ferentes tubos se afadieron los siguientes reactivos, vari&n-

dose la cantidad de extracto crudo de proteina en cada uno de

ellos;

5

0.40 ml riboflavina 1.17 x 10 °M.

0.15 ml metionina 0.1 M

0.15 ml NacN 2x10~4 M.

2.60 ml buffer P0,>” 0.25 M pH 7.8.

0.20 m1 BT 11.2 x 1079 m

El espectrofotémetro se calibr® con esta mezcla de reac-
cién al tiempﬁ cero y se colocS el tubo de ensayo en una cfma
ra de fotoinduccién forrada de papel aluminio y provista de -
una fuente de luz fluorescente de 12 watts. Al minuto 12 se
determiné el aumento en la absorbancia a 560 nm producido por

la aparicifn del azul de formaz&n; establecido perfectamente
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este parémetro, se anadieron a los diversos tubos conteniendo
la mezcla de reaccifn antes descrita, diferentes volfmenes --
del extracto crudo de SOD manteniendo el volumen constante; -
se registraron 105 valores obtenidos de densidaa fiptica al mi
nuto 12 en cada uno de los tubos, siendo &sta una modificacifn

a la técnica de Beauchamp y Fridovich (37).

Se utiliz6 como control la misma mezcla de reaccifn sin
la enzima y se chec$ el aumento en absorbancia a los diferen-
tes tiempos para establecer perfectamente la lectura que se -

registraba a los 12 minutos.
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RESULTADOS Y DISCUSION,

OBTENCION DE MACROFAGOS.

El volumen h@medo de cé&lulas empaéadas después de la cen-
trifugacién varié entre 0.2 y 0.3 ml. El promedio de los re--
cuentos de células fue de 3.122 x 10° + 0.260 x 108 macr8fagos

/ml (Tabla I).

MORFOLOGIA.

Los macréfagos observados con tincién vital presentan un
tamafio variable de 5 a 10 micras de didmetro; el nGcleo ubica-
do excéntricamente se tiifie masiintensamente que el resto de la
célula (Fig. 6). Se hicieron otras preparaciones de estos ma-
cr6fagos utilizando otras técnicas de tincifn (5). Estas foto

‘graffas se observan en la figura 7.

LISIS DE MACROFAGOS.

Las c8lulas fueron completamente rotas con el método uti-
lizado, obteniéndose asf un extracto crudo de enzimas libre de

células (Fig. 8).

CUANTIFICACION DE PROTEINA.
El promedio del contenido de protefna total fue de 5.99

mg/ml (Tabla I)
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GRUPO DE | Macrs/ml Macrs PROTEINA | PROTEINA TO-
EXPERI~ x 108 x 108 TAL EN EL EX
MENTOS. Totales mg/ml TRACTO. mg.
1 3.29 16.48 4.74 23.70
IT 2.87 14.39 7.04 35.22
1z 3.40 17.00 5.92 29.60 -,
v 2.91 14.58 6.27 31.36
PROMEDIO | 3.12 15.61 5.99 29.97
DESVIA-
cIon
STANDARD | +0.26 +1.32 - +0.95 + 4.79

3

Tabla |. El recuento de macr6fagos se hizo en cSmaras de Neubauver si--
guiendo la técnica de rutina para globulos blancos. Los ma-=-
créfagos se encontraban suspendidos en solucién isotbénica y tefidos con

rojo neutro al 1%. E! contenido protéico fue determinado espectrofoto--

métricamente (32).
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Figura §. Macriéfagos alveolares de cerdo de cuatro semanas de edad tedi-
dos con tincidn vital de rojo neutro al 1%. Obsérvese la for-
ma arrifonada y la posicién excéntrica del nicleo que se iiﬂe con mayor -
intensidad que el resto de la célula. (1000 X) Las fotograffas fueron to-
madas en un microscopio de investigacidn con cdmara incluida en el cuerpo. '
Marca Karl Zeiss, modelo 472547-990, campo claro, plan apocromitico, len-

te 100/1.3.



Figura 7. Macrifaqns alveolares de cerdo tedidos con: A - Hematnxilina-

Eosina; B - Técnica de Shorre. (1000 X).
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Figura 8. MacrSfagos alveolares de cerdo lisados en un homogenizados ti

po Potter con solucidn hipoténica de sacarosa 0.2 My Tritén -
al 0.1 y sometidos por 6 veces a congelamientas y descongelamientos. Ob-
sérvese el rompimiento de las membranas celufares que dejan libre el con-

tenido enzimdtico. (1000 X).
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LISOZIMA (37, 38, 42).
Fuuda&euto.
La accién de la lisoziﬁa sobre la pared celular de los -~
Micrnococcus Lysodeihticus disminuye la turbiedad de la -

suspensifn bacteriana ocasionando un aumento en la trans

mitancia a una longitud de onda de 650 nm.

Los resultados obtenidos, los promedios y las desviacio-

nes standard se encuentran contenidos en la Tabla II.

De acuerdo al curso de la reaccién vemos que la relacién
transmitancia-tiempo, cumple con una funcién cuya ecuacién es

similar a la dé Michaeliis-Munteén (4b6).

T t '
_ max
R T (1)
donde,
T = transmitancia (variable dependiente).
t = tiempo (variable independiente).
t = constante (valor m&ximo de la transmitancia).

max
k = constante.

Al sacar el inverso de la ecuacién (1) por el método de
dobles reciprocas similar a la ecuacibén de Hineweaven-Burk --

(46), obtenemos:

T t (2)
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GPO DE T R AN S M I T ANUCTI A,
EXPERI-

MENTOS T, s 7y, $ T, I S v,
30.0 31.9 33.7 34.4 35.4
33.0 34.5 36.2 37.3 37.8
1 33.2 34.6 36.8 37.5 38.2
32.0 33.7 35.4 36.1 36.5
33.5 35.0 37.1 37.5 7.6
ROMEDIO 32.3 33.7 35.8 36.6 37.1
!nxsv. stn.) + 1.4 + 1.0 + 1.3 + 1.3 + 1.0
30.7 33.2 36.0 38.2 38.5
11 31.4 34.7 37.2 39.6 39.8
32.0 35.2 37.8 40.0 0.4
ROMEDIO 31.3 34.3 36.9 39.2 39.5
foesv. sto] + 0.5 + 0.9 +0.8 + 0.8 + 0.8
32.3 35.4 37.6 38.5 39.5
11 1.7 36.0 38.4 9.7 40.8
33.6 7.8 38.7 40.3 41.4
PROMEDIO 32.5 36.4 38.2 39.5 40.5
nesv. sTo] + 1.0 + 1.0 + 0.5 +0.7 + 0.8
31.5 4.8 36.2 9.1 9.7
v 32.0 35.6 . 37.0 38.1 39.0
31.7 35.7 36.7 37.6 38.4
PROMEDIO 31.7 35.3 36.5 38.4 39.0
‘DESV. sTD] + 0.3 + 0.5 + 0.4 + 0.8 + 0.7

Tabla 1. Valores de % de Transmitancia obtenidos a diferentes tiempos du-

rante la reacciGn enzimftica de 0.5 ml de M. fysodeikticus con -
0.5 mi de extacto crudo de proteina en buffer 90‘3' 0.05M, pH 6.2, A=650mm.
Cada grupo de experimentos se refiere a los resultados obtenidos a partir
de un mismo cerdo.

Tx! = Transmitancia al mimito x.
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Rearreglando la ecuacifn (2) obtenemos:

1 - _k__ % + 1 — (3)
max max

que es la ecuacién de una recta donde:

Yy = % ; variable dependiente.

x = % ; variable independiente.

m = F k ; pendiente de la recta.
max

b = F 1 ; ordenada al origen.
max

Con los valores reportados en la Tabla III, la ecuacidn
(3) y haciendo un andlisis de regresifn lineal por el método -

de minimos cuadrados (47), se obtienen las rectas de la figura

A partir de los c8lculos anteriores se pueden normalizar
las curvas que se muestran en la figura 10, donde se han ob-

tenido las curvas promedio para cada caso experimental.

La actividad enzim&tica de la lisozima se define (42),

A650nm / min.
) (Dilucién) (mg/ml Prot. Total)

U/mg = ——3
(10



GPO DE

wevmos | VT /m t /¢ e VT YT hax| Y T’ max|assorsancia

32.3 0.0309 - - 31.5 0.409

33.7 0.0296 0.33 | 0.0295 | 33.9 o " 0.469

1 35.8 0.0279 0.20 | 0.0282 { 35.5 S ® 0.449
36.6 0.0273 10 0.10 | 0.0272 36.8 2 0.434

37.1 0.0269 15 0.07 | 0.0269 | 37.2 0,429

1.3 0.0319 0 - - 30.8 0.504

34.3 0.0291 3 0.33 | 6.0291 | 34.4 ° . 0.463

1z <36.9 0.0271 5 0.20 |o0.0271 | 36.8 S - 0.434
39,2 0.0255 10 0.010 | 0.0256 39.0 b v 0.409

39.5 0.0253 15 0.07 | o0.0251 | 39.7 0.401

33.5 0.0307 ° - - 33.6 0.488

36.4 0.0274 3 0.33 | o0.0274 | 36.4 . 0.439

231 18.2 | 0.0261 5 0.20 .| 0.0261 | 38.2 5 & 0.418
9.5 0.0253 10 0.10 | o0.0251 | 39.8 2 - 0.400

40.5 0.0246 15 0.07 | 0.0248 | 40.3 0.395

1.7 0.0315 0 - - 32.3 0.449

35.3 0.0283 3 0.33 | 0.0284 | 35.1 o . 0.455

v 36.5 0.0274 " 5 0.20 | o0.0271 | 136.9 < ® 0.433
38.4 0.0260 10 0.10 | 0.0260 | 38.4 b © 0.416

19.0 0.0256 15 0.07 | 0.0257 | 38.8 0.411

Tabls 111, Cilculo de los valores de 1/T y 1/t para la obtenciSn de las rectas que por regresisn lineal

darén como resultado una normalizacién de las curvas.

-o t-
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Figura 10. Curso de reaccién de lisozima. Sustrato: 0.5 ml de M. ysodeikticus. Fuente enzimitica:
0.5 ml entracto crudo de lisozima. pH ¢.2. Quffer ro,}' 0.05% = 650 nm.
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Nl incremento de absorbancia por unidad de tiempo se cal-
cula a partir del segmento inicial de la curva donde la pen--
diente es constante, es decir, durante los primeros tres minu-

tos de actividad. (Tabla IV).

GRUPO DE Pgsonn/Mn | DILUCION PROT.TOTAL | ACTIVIDAD
EXPERIMENTOS mg/ml U/mg
1 0.008 0.5 4.74 3.37
11 0.012 0.5 7.04 3.40
II1 0.007 _ 0.5 5.92 2.36
v 0.012 0.5 6.27 3.82
PROMEDIO 0.010 0.5 5.99 3.24
PESV. STANDARD +0.003 +0.0 +0.95 40.62

Tabla IV, Actividad de lisozima en extractos crudos de enzima de macréfa
gos alveolares de cerdo estimada como promedio de un lote de -

cuatro cerdos de la misma camada y sin problemas de infeccidn.
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Discusddn.

La acci6n dc la lisozima contenida cn el extracto de pro-
teina de los macr6fagos alveolares, provoca un aumento de la -
transmitancia en el medio debido a la lisis de la pared celu--
lar dg id bactéria. Se observa que este incremento se efectfia
lentamente,h}bwqﬁ? se traduce en una actividad enzimitica baja

comparada con el control.

Los coeficientes de correlacifn obtenidos (Fig. 9) indi--
~can qué efectivamente el curso de la reacciﬁn sigue la funcién
propuesfa {(Ecuacibn 1), pues al linearizarla por el método de
mInimos‘cuadrados, se obtienen rectas con un alto coeficiqnte
de correlacién.

AR v

En la figura 9 se puede observar gue la recta cdrfésﬁon--
diente aligrupo de experimentos II posee una pendjente mayor =
que la de las otras rectas. Esto es explicable, ya que cada -
uno de 165 experimentos se realiz6 con diferentes canéidndes -
de proteina, y al hacer la correccibn de la actividad por mg -
de protefna total no sc aprecia una gran desviacién del valor
de éstg con respecto a los dem&s (Tabla 1V).

En la'fiéﬁra 10 se puede observar que las curvas que pre-
sentan el curso de la reacci6n de los experimentos, no sélo no

parten del origen, sino que cada una de ellas se origina a di-
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ferentes valores de transmitancia, esto se debe a que no todas
las suspensiones de M. lysodeikticus tenfan la misma concentra
cidén de bacterias por lo que el valor de la transmitancia va-~-

riaba para cada experimento.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE PEROXIDASA.
Furndamento.
La oxidaci6n del &cido Grico por la accién del l-lzo2 en -
presencia de peroxidasa provoca una desaparicién en la -

banda de absorcifn a 290 nm.

La reaccifn quimica que se lleva a cabo es la siguiente:

ROOH + AH, PEROXIDASA H,0 + ROH + A

donde ROOH representa el per6xido de hidr6geno y AH, es la mo

lécula donadora de electrones que es el Scido Grico.

Los resultados obtenidos de la oxidacién de 0.15 ml de -~
4cido Grico 0.5 mM por la accifn de 20 microlitros de H2°2 15
mM en presencia de 0.5 ml de extracto crudo de enzima peroxi-

dasa se encuentran en la Tabla V.

Se analizaron los resultados obtenidos como se hizo en -



i;:sz: A B S ORBANCIA
MENTOS Age Ags Ajor Aygo A Azse Aige Asxy Ao
1.128 1,076 1.024 0.986 0.954 | 0,936 0,927 0.922 0.920
1.120 1.067 1.015 0.977 0.942 | 0.921 0,916 | 0,911 0,906
1 1.126 1,072 1.025 1.002 0.962 | 0,938 0.922 0.918 0,915
1.130 1.086 1,037 1,015 0.982 | 0,957 0.942 0.938 0.929
1.127 1.079 1.022 0.998 0.969 | 0.936 0,923 0,917 0.905
PROMEDIO | 1.126 1,076 1.024 0,997 0.962 | 0.938 0.926 0,921 0.915
DESV S§TD | +.003 +.007 +.007 +,014 +.015 | +.012 +,009 +.010 +.009
0,902 0.801 0.716 0.667 0.639 | 0,607 0,600 0.596 0.590
1t 1.110 1,007 0.926 0.847 0.810 | 0.776 0.756 0.745 0.730 p
1,086 0.928 0.857 0.726 0.703 | 0.685 0.673 0.667 0.659
PROMEDIO | 1.032 0.912 0.833 0,746 0.717 | 0.689 0.676 0.669 0.659
DESV §TD | +.113 +.103 +.107 +.091 +.086 | +.084 +.078 +.074 +.070 I a
-}
1.326 1.106 0,927 0.846 0.720 | 0.707 0.693 0.687 0.675 ' £
1x 1.627 1,402 1,202 1.097 0.938 | 0.896 0.807 p.785 0,782
1.469 1.302 1.194 1.001 0.975 | 0.898 0.842 0.803 0.795
PROMEDYIO | 1.474 | 1.270 1.074 0.981 0.892 | 0.833 0.780 0,758 0.750
DESV STD | +.150 +.150 +.138 +.126 +.249 | +.109 +.073 +.062 +.065
1,163 1,067 0,987 0,920 0.865 | 0.822 0.797 0.786 0.775
v 1.207 1.116 1.016 | 0.946 0.873 | 0.804 0.753 0,741 0,736
1,058 0.967 0.955 0.897 0.821 | 0,751 0,706 0.691 0.682
PROMEDIO | 1.142 | 1,050 0.986 0.921 0.850 | 0.792 0.752 0,739 0,731
DESV 8TD | +.076 +.075 +.030 +.024 +.026 | +.036 +.045 .| +.047 +.046

Tabla V. Oxidacidn de 0.15 m) de &clido Grico 0.5 mM por la accidn de 20 microlitros de Hzoz 1§ mM en
presencia de 0.5 ml de extracto crudo de peroxidasa., Buffer PO“" 0.07 M, pH 7.3 T = 27°C.
Longitud de onda = 290 nm.
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el caso de la lisozima; &stos se normalizaron para calcular -
la actividad de la peroxidasa en forma m&s exacta. Este ani-

lisis se encuentra en la Tabla VI y las rectas obtenidas en -

la figura 11.

En la figura 12 se encuentran las curvas correspondien--

tes ya corregidas del curso de la reaccifn de petoxidasa."

Una unidad de actividad de peroxidasa se define como la
cantidad de enzima necesaria para catalizar la conversifn de
1 umol de H2°2 por. minuto a 25°C (13). Conociendo los ymo=-
les de H,0, que se van reduciendo en base a los umoles de &ci
do firico que se van oxidando y sabiendo la estequeometrfa de

la reaccifn ser8 posible determinar su actividad. (Fig. 13).

Expresnado la reaccifn con f6rmulas condensadas se tiene:

PEROXIDASA

1) csnsoju‘ + 2ll202 C5H605N‘ + 2H20
Acido Urico. Acido llidroxi-
Acetilen Dureido
Carboxflico.
- ’
2)  CgHgOgN, » COp + C HgO4N,

Alantofna.
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Figura 11. Curvas obtenidas por e} mftodo de minimms cuadrados segin do~

tos reportados en la Tabla VI,
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GPO - DE
EXPERI- A t 1/A 1/t 1/A° At
MENTOS
1.126 0.888 - - 1.290
1.076 5 0.929 0.200 0.909 1.100
1.024 10 0.977 0.100 1.004 0.995
0.997 15 1.003 0.070 1.032 0.968
. 0.962 20 1.0¢0 0.050 1.051 0.951
0.938 25 1.006 0.040 1.061 0.942
0.926 30 1.080 0.033 1.068 0.937
0.921 3s 1.086 0.028 1.072 0.932
0.915 40 1.093 0.025 1.075 0.930
1.032 0 0.969 - - 1.260
0.912 5 1.096 0.200 1.048 0.954
0.833 10 1.200 0.100 1.293 0.773
0.746 15 1.340 0.070 1.367 0.731
1 0.717 20 1.395 0.050 1.416 0.706
0.689 25 1.452 0.040 1.441 0.694
0.676 2 1.479 0.033 1.458 0.686
0.669 3s 1.495 0.028 1.470 0.680
0.659 w0 1.517 0.025 1.478 0.677
1.474 0 0.678 - - 1.520
1.270 5 0.787 0.200 0.814 1.220
1.074 10 0.931 0.100 1.025 0.975
0.982 15 1.019 0.070 1.118 0.894
131 0.092 20 1.121 0.050 1.181 0.847
0,833 25 1.200 0.040 1.212 0.825
" 0.700 0 1.282 0.033 1,233 0.811
0.758 s 1.319 0.028 1.249 0.801
0.750 w0 1.333 0.025 1.258 0.795
1.142 0 0.376 - - 1.260
1.050 5 0.952 0.200 0.943 1.060
0.986 10 1.014 0.100 1.117 0.896
0.921 15 1.086 0.070 1.189 0.041
v 0.850 20 1.176 0.050 1.237 0.909
0.792 25 1.263 0.040 1.261 0.793
0,752 30 1.330 0.033 1.277 0.783
0.739 35 1.353 0.028 1.289 0.776
0.731 1 1.368 0.025 1.296 0.7171

Tibla Vi. Célculo de los valores de 1/A y 1/t para la obtencién de las rectas que por regresifn tineal v

mininos cuadradus dardn como resultado 1a normalizacién de las curvas,
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Figura 13. Mecanismo de la oxidacién de 8cido Grico por peréxido de hi~
drégeno via radicales libres en donde se indica que la este-

quiometrfa es de 2 moles de Hzoz que oxidan a | mol de &cido

drico.
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y-bdsahdose en la Ley de Lambert-Beer gue relaciona la concen-

tracién de una sustancia con la absorbancia, -~

A = Kc.
donde,
A = absorbancia.
K = constante (coeficiente de extinsién).
"¢ = concentracién.

se puede calcular la concentracibn del &cido Grico que se oxi-
da a lo largo de la reaccifn; la constante K se calcula a par-
tir del valor de la absorbancia al tiempo cero donde la concen

traci6n de &cido Grico es de 25 nmol/ml (Tabla VII).

GRUPO DE Acido Urico K x 10-6
EXPERIMENTOS Ao amol/ml
b ¢ 1.290 25 0.052
11 1.280 25 0.051
I11 1.520 25 0.061
w 1.260 25 0.050
Tabla VIt. Valores de la absorbancia registrada al tiempo cero de 25 nmol/

ml de dcido Grico a 290 nm, a partir de los cuales se calcula -

e} coeficiente de extinsion molar.
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Las concentraciones de &cido firico a los diferentes tiem-
pos de la reaccibn se encuentran reportados en la Tabla VIII.

En promedio se oxidan 0.774 x 10'3 ymol/mg prot x min de
8cido Grico lo que indica gue la actividad de la peroxidasa ~--

presente en los macr6fagos alveolares de cerdo es de:

3.87 x 10”3 u/mg.

Discusibn.

La accién de la peroxidasa presente en el extracto protéi
co proveniente de los macr6fagos alveolares, cataliza la reduc
cién del Hzoz que a su vez oxida al &cido Grico provocando una

_disminucifn en la banda de absorcién a 290 nm. Esta disminu--
cifén es lenta lo que indica que la cantidad de &cido Grico que
se va oxidando (o de uzoz gque se reduce) es muy poca, lo que -

se traduce en una baja actividad de la enzima (Tabla VIII).

Esta disminucifn tan lenta en la absorbancia hizo pensar
en un principio que probablemente se debiera tan solo por una
sedimentacién de &cido Grico dentro de la foto celda, por lo
que se utilizaron controles sin contener el extracto protéico.
No se observ8 ninguna disminuci¢n en la absorbancia llegando a
l1a conclusién de que el extracto protéico si posee actividad -
aunque @sta result6 ser muy baja en comparacifn con la peroxi-

dasa control.



GPO EXP 1II

GPO

EXp 1V

T I EMGP O GPO EXP 1 GPO EXP 111
(min) A ¢ A < A ¢ A ¢
-~290 nmol/ml] 7290 Inmol/ml [:290 nmol/ml | “290 |nmol/ml
0 1.290 25.0 | 1.280| 25.0 {1.520 ] ,25.0’| 1,260 25.0
1. 1.244 | 23.9 | 1.224| 24.0 |1.464° 1% 24,07 | 1,220 | 24.4
2 1.208 | 23.2 | 1.158|.22.7 [1. 4oo qi 22,9 1'_.1‘80 23.6
3 1,168 | - 22,5 | 1,084 21,3 1-’_.3,-,4-‘“; “ 2z 0 y|"1.140 | 22.8
4 1.128 21.7 | 1.020) 20.0: [1.288 | 21,1 | 1.100 22.0
5 1.100 21,2 | 0.954| 18.7 |1.228 20.1 | 1.060 21.2
nmol Ac Urico 0x/5 min 0.76 1.26 0.98 0.78
mg Proteina Total 4.74 7.04 5.92 6.27
hmol Urico Ox/ mg x 30 min 0.801 0.88 0.810 0.606

PROMEDTIO

0.774 nmol Urico Ox/mg prot x min-

DESV. STD.

+ 0.15

Tabla VI,

Concentroclén de &cido Grico a diferentes tiempos, a medldl que se va oxidando

por la acci6n de la peroxidasa sobre el uzoz. luffcr PO‘.3 0.07 H, pH 7.3,

T = 27°C, longitud de onda = 290 nm.

-'S-
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~En la figura 11 se puede observar que los coeficientes -
- de éorrelacidn indican que el curso de la reaccibn sigue la -
fﬁncién propuesta (Ecuacifn 1) aunque ahora la variable depen
diente es la absorbancia y la variable independiente sique -~

siendo el tiempo.

En la figura 12 observamos que el grupo de experimentos
III tiene su origen a un valor mis alto de absorbancia, esto
se debe a las diferentes concentraciones del extracto protéi-
co, pero la cantidad de Scido firico que se oxida durante el -
curso de la reaccibn podr§ ser detectado independientemente -

de este factor (Tabla VIII).

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE SUPEROXIDO DISMUTASA (41).
Fundamento.
La reduccifn del azul de teﬁrazolio {BT) por la accién -
del ifn superSxido (02°) provoca una aparicién en la ban
da de absorcifn a 560 nm. La presencia de la enzima su-
per8xido dismutasa (SOD) provoca una disminucién de la -
concentracifn de 02' Yy pbr lo tanto su actividad se ob--

serva mediante la desaparicifén de la banda a 560 nm.

La fotorreduccién de la riboflavina produce los iones su

‘per8xido que interaccionan con el azul de tetrazolio segﬁn‘la

EeacciGn:
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+ - - SOD
e ——— e ettt
2H + O + O 02 + H202
impidiéndose de esta manera la acumulacién de azul de forma--

z8n y la consiguiente desaparici6n de la banda de absorcifn a

560 nm.

Los resultados obtenidos de la iluminacifn de las solu--
ciones conteniendo riboflavina, metionina y BT durante 12 mi-
nutos se cencuentran cn la Tabla IX. Los valores para la nor-
malizacibén de las curvas se encuentran en la Tabla X y la grd

fica correspondiente en la fiqura 14.

Sc utilizé como fuente enzim&tiéa de SOD el cxtracto pro
téico obtenido a partir de los macr6fagos alveolares segGn la

técnica antes descrita.

La unidad de actividad de la SOD puede ser definida como
la actividad para la cual se alcanza la mitad dec la inhibicién

mixima en las condiciones dadas (41).

En la fiqu£;>15 seé grafica el por ciento de inhibicién -
alcanzado como funcién de la cantidad de protefna total anadi
da y en la Tabla XI se muestra una recopilaciébn de los resul-

tados obtenidos.




GPO DE '
EXPERI-
MENTOS
PROTEINA mg/ml | 0.0 | 0.270 | 0.677 | 1.354 | 2.031 |2.709 ' [3.300
- ‘ LY 0.254] 0.242 | 0.226 | 0.198 | 0.186 |0.183 |0.181
% INHIBICION 0.0 | 4.7 11.02 | 22.04 | 26,77 [27.95 |28.40
PROTEINA mg/ml | 0.0 | 0.402 | 1.006 | 2.011 | 3,017 [4.022 |5.020
- Ay 0.246] 0.225 | 0.207 { 0.182 | 0.175 {0,173 |0.171
s INHI 0.0 | 8.5 15.8 | 26,01 | 28,86 [29.60 |30.40
PROTEINA mg/ml | 0.0 | 0.338 | 0.846 | 1.691 | 2,537 3,383 {3,870 .
33 Aras 0.239| 0.218 | 0.202 | 0.187 | 0.180 |0.278 [0.176 v
% INHIBICION 0.0 | 8.7 15.4 | 21.7 | 24.6 !25.5 |25.9
PROTEINA mg/ml | 0.0 | 0.358 | 0.896 | 1.791 | 2.687 : 3.583 [4.470
v LY 0.265| 0.251 | 0.235 | 0.215 | 0,203 {0.198 [0.196
® INHIBIICION | 0.0 | 5.2 11.3 | 18.8 | 23.4 i25.2 [26.2
PROTEINA mg/ml | 0.0 | 0.243 | 0.608 | 1.217 | 1,825 |2.43¢ |3.040
v LY 0.224] 0.209 | 0.191 | 0.167 | 0.155 [0.150 [0,149
s INHIBICION 0.0 | 6.6 14.7 | 25.4 | 30.8 [33.0 [33.4

Tabla X, Ionhibicidn de la reduccidn de BT por 1a SOD presente en los extractos cru=
dos de protefna. Buffer PO, 3" 0.25 M, pH 7 8, longitud de onda = 560 nm,
fuente de 02 = riboflavina'1.17 x 10°5
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Céiculo de los valores de 1/i y 1/C, para la obtencidn de las rectas que
por regresidn lineal dardn como resultado 1a normal izacién de las curvas.

Tabla K.
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Figura 14, Curvas obtenidos por e! método de minimos cuadrados segin datos reportados en la Tabla X,
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Figura 15, Inhibicién de 1a reduccién de BT por la presencis de $S0D. La fotoceids contenfa 0.4 m! de
riboflavina 1,17 x 10°5u, 0.15 ml metionina 0.1 M, 0.15 m! NalW 2x10°4M y 1as cantidades
indicadas de proteina de macrSfagos alveolares de cerdo en un volimen total de 3.5 mi,
Buffer PO,J- 0.25M M 7.8 T s j0°C.




GRUPO DE % INHIBI= | PROTEIN 1/2 INHIBI- UNIDAD DE | ACTIVIDAD R
EXPERI- CION. TOTAL cIoN. ACTIVIDAD U/mg R
MENTOS., TOTAL ng/nl TOTAL, mg prot. -
i , l
1 L 30,7 3.38 15.3 1.02 0.98
11 | 32.3 5.02 16.1 0.98 1.22
! ]
111 [21.0 3.87 , 13.5 0.80 1.02 o
‘ | | '
v I 27.6 4.47 13.8 1.20 0.83
v , 36.8 3.04 o 18.4; 0.84 1.19
' ! -

l

Tabla XI. ynidad de actividad de SOD calculada T par:ur de las gréficas de la figura 14,
i
|
V
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En la iltima columna de la Tabla X, se reportan los valo
res que co;responden a la unidad de actividad de la SOD. A --
partir de estos valores se puede calcular la actividad de una
enzima siempre y cuando se conozca el contenido protéico to--

tal presente en un extracto de macrffagos alveolares.

Discusibn.

La presencia de la enzima SuperSxido Dismantasa (SOD) --
contenida en el extracto prot€ico de macr6fagos alveolares de
4cerdo. inhibe la reduccibén del azul de tetrazolio (BT). Cuan
do'en el medio de reaccifn no se haya contenida la enzima SOD,
se alcanza un incremento de absorbancia a los 12 minutos que
se toma como un Q\ de inhibicién; a medida que se va aifiadien-
do el extracto protéico (manteniendo el volumen constante), =~
la inhibicifén va aumentando, ya que el ién super6xido se dis-
muta impidiendo la reduccién del BT y por consiguiente, la --
aparlcién del azul de formazin que absorbe a 560 nm. (Tabla -

IX).

La mitad de la inhibicién.n&xina se alcanza a valores --
muy altos de concentracifn de proteina (Tabla XI) lo que indi
ca que el contenido de SOD presente en el extracto protéico ~
es muy bajo. En la figura 14 se puede observar que los coe--
ficientes de correlacifn obtenidos para las rectas que ahf se
ilustran, son altos, lo cual indica que efectivamente es posi
ble hacer una linearizacifn de las curvas que cumplen con la

guneién de la ecuacisn (1).
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En la figura 14 se ilustra el por ciento de inhibici6n -
m&xima alcanzada y a partir de ella encontramos los mg de pro

teina que corresponden a la unidad de actividad de SOD (41).

La actividad de SOD presente en el extracto prot&ico de
macr6fagos alveolares de cerdo es baja en comparacién a los -

valores reportados (49) ya que se alcanzan s6lo valores de --

1 U/mg.
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CONCLUSIONES.

1) E1 método utilizado para la obtencibn de macr6fagos -
dié un buen rendimiento, pues los volGmenes obtenidos
de células empacadas, asf como el recuento de macr6fagos, son

del orden de los reportados en la literatura (6).

2) Fue necesario utilizar tres técnicas conjuntas para -
lograr el rompimiento de la membrana celular del ma--

er6fago, lo que nos indica su alto grado de resistencia.

3) El1 método utilizado para la determinacifn de protef-~

nas es exacto ya que se comprob8 con patrones inter-~.

nos; se eliminaron las interferencias y es sumamente r§pido --
por lo que se recomienda para futuras determinaciones de conte

nido protéico en extractos crudos libres de células.

4) En cada uno de los casos de la determinacifn de las -

tres actividades enzimfticas concluimos que es fasi--

ble tratar las curvas que sefialan los cursos de reacciSn segln
la ecuacisn (1), ya que al hacer la lineanizapion por el méto~-
do de dobles reciprocas -(E€uacién 3), los coeficientes de co--

rrelacifén estuvieron cercanos a 1.
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§) En el caso de las tres determinaciones de actividades
. enzimdticas, éstas resultaron muy bajas en comparacibn
a las actividades reportadas en la literatura para las mismas -
enzimas de macr6fagos en otras especies animales. Sin émbargo.
en todos los casos citados (Lisozina (37), Peroxidasa (48), SOD
(49)), se determin6 la actividad con enzimas puras por lo que -
no existe punto de comparacifn y habrfa que hacer otros experi-

mentos con extractos prot€icos purificados a partir de la misma

fuente.
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