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JNTRODUCCION. 

El pulm6n es uno de los 6rganos que constantemente es invadido 

por agentes extraños y requiere de un mecanismo de defensa su

mamente eficaz para prevenirse de los agentes qutmicos o biol6 

9icos externos. 

Los mecanismos de defensa con que cuenta el pulm6n pueden 

ser agrupados en cuatro categortas: 

1) Efectos mec!nicos. 

2) Mecanismos de fagocitosis. 

3) Sustancias qutmicas humorales. 

4) Factores inmunol6gicos, ya sean de tipo celular o humo 

ral (1). 

Estos mecanismos de defensa no trabajan independientemen

te, sino que est!n tntimamente interrelacionados e integrados 

para llevar a cabo la defensa del pulm6n. 

DEFENSA "ECANICA. 

El comGn denominador de la inducci6n de enfermedades pul

monares es la parttcula presente en el medio ambiente que es -

inhalada. Estas parttculas encuentran en las partes iniciales 
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del tracto respiratorio un mecanismo de filtraci6n aerodinámi

co llevado a cabo por las corrientes de aire y la presencia de 

pelos visibles. Las part!culas de aire que penetran son some

tidas a una turbulencia en las cavidades nasales y luego a un 

cambio violento en su direcci6n, que provocan que las partícu

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 vías respiratorias poseen pe

los visibles capaces de filtrar las partículas grandes; as! el 

90% de las partículas que poseen un diámetro mayor a 2-3 rni-

cras son las más peligrosas pues penetran a regiones más pro-

fundas, impactándose en el alveolo como es el caso de los org~ 

nismos en general. Las partículas s6lidas que poseen un diáme

tro mucho más pequeño 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 partículas higrosc6picas cr~ 

cer!an impactándose en un sitio superior del árbol traqueobro~ 

quial. 

Afortunadamente todas las vías respiratorias se encuen-

tran recubiertas de una secreci6n mucosa que actQa como pega-

mento y retiene las partículas que llegan. El moco se despla

za hacia arriba a raz6n de 10 a 20 mm por minuto, merced a la 
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intervenci6n de -c~túlas epiteliales ciliadas que revisten el -

árbol respir~~orio. El transporte en la mucosa traqueobron--
~ . ~. 

quia! se lleva, a c~bo por un fluido que consiste en una fase -

en gel y otra en sol (4). En el sujeto sano, esta capa mucosa 

elimina cada.hora un 90% de la sustancia depositada y si acaso 

llegara a P,roaucirse una disminuci6n en su_ actividad, es coro-

pensada por el mecanismo de la tos. Cuando ambos mecanismos -

fallan dúránte ~as.tres primeras horas después de una infoc-

ci6n, se permite _l.a multiplicaci6n de las bacterias en las se-

crecion~s mucosas. 

DEFENSA FAGOCITICA. 

Cuand~ el .. microorganismo ha podido evadir las defensas de 
.· ·" _.:·:: 

la primera barrera y llega a les alveolos pulmonares, se en--. 

frenta a u~a .. s~g~nda barrera que es llevada a cabo por los ma

cr6fagos prese.nFes en esta regi6n, y de esta forma la respues

ta fagocS:tica _co'nsti,tuirS:a la mayor parte de los mecanismos de 

defensa. 

Los macr6fagos son células mononucleadas que tienen la ca . ··, ·~,. \' 

pacidad_ de fagoci .. tar g~rmenes y generalmente destruirlos digi

ri~ndolos por 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

vasi6n de partículas extrañas y ah! presenta gran capacidad -

fagoc!tica; este fagocito, que es más pequeño que el macr6fa

go, es un leucocito polirnorfonuclP.ar, ya se~ ~11 bas6filo o -

neutr6filo. 

El conocimiento del macr6fago data desde 1882 y los pri

meros descubrimientos se le atribuyen al zo6logo y anatomista 

ruso Metchnikoff, quien realiz6 experimentos con larvas trans 

parentes de estrella de mar a las que le introducía espinas -

de rosas y al d!a siguiente observaba que alrededor del obje

to extraño se reun!an c~lulas m6viles. De esta experiencia -

pas6 a otras con diversos vertebrados, y cornprob6 que los ma

cr6fagos del tejido conectivo laxo y los polimorfonucleares -

de la sangre pod!an fagocitar y muchas veces destruir diver-

sos tipos de g~rmenes pat6genos (5). 

Los macr6fagos no s6lo ingieren algunos tipos de bacte-

riaa infecciosas, sino que tambi~n ayudan a liberar al tejido 

conectivo laxo de restos resultantes de la desintegraci6n de 

cflulas de diversos tipos (5). 

Loa macr6fagos se desarrollan a partir de los gl6bulos -

blancos llamados monocitos que atraviesan las paredes de las 
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vénulas de los tejidos y una vez· ah!, se transforman en macr6 

fagos. La membrana celular de un macr6fago presenta en forma 

característica un contorno irregular, proyectándose hacia 

afuera en forma de pequeños pseud6podos y ~·lacia adentro en 

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

Figura l. Representación esquemática general de un macrófago. Obsérvese 

su núcleo excéntrico y la forma irregular de su membrana. 
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terceras partes del total de colesterol que se encuentra pre

sente en dos compartimientos subcelulares: uno de intercambio 

r!pido y otro lento. El colesterol se intercambia con las o

lipoproteinas y no es afectado por inhibidores de la síntesis 

de proteínas o de la fosforilaci6n oxidativa. Un aumento en 

el total del colesterol libre o del contenido de fosfolípidos 

del macr6fago ocurre después de una pinocitosis o fagocitosis. 

El nGcleo de un macr6fago suele tener forma oval, denta

da de un lado, y está situado hacia un extremo de la c~lula, 

con un borde convexo dirigido al extremo celular. La forma -

m4s simple de observar un macr6fago es recurriendo a sus cap~ 

cidades fagoc!ticas, esto se logra inyectando en el tejido -

areolar de un animal vivo una suspensi6n o soluci6n de algan 

material que sea fagocitado por los macrófagos que al penc-

trar en su citoplasma permita identificarlas. Estas c~lulas 

fagocitan r!pidamente algunos colorantes coloidales denomina

dos colorantes vitales como es el caso del azul de trtpano o 

el rojo neutro._ Si se inyecta una soluci6n al 1i de estos co 

!orantes en el tejido conectivo laxo de un animal en experi-

mentaci6n, uno o dos días m!s tarde revelarán gran nGmero de 

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

En estudios recientes de microscopía electr6nica hechos 
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con macr6fagos alveolares de cerdo (6) se encontró que poseen 

un tamaño que varia entre 9 y 16 micras de di~metro y poseen -

las caracter1sticas generales de nOcleo ovoide y excéntrico --

de cromatina ligeramente concentrada y en ocasiones con nucleo 

lo visible. En el citoplasma se pudieron observar lisosomas -

que aparecen como ves1culas de tamaño variable con bordes irre 

gulares y gránulos densos. También se observaron vacuolas fa-

goclticas o fagolisosomas con figuras mieloides. Los riboso-

mas se encontraron libres por todo el citoplasma y unidos al -

retículo endoplásmico, el cual es poco aparente pero bien dis

tribuido. El aparato de Golgi se observó poco desarrollado, -

encontrándose cerca de 61 gránulos y vesículas. Las mitocon--

drias se encontraron distribuidas por todo el citoplasma y no 

son muy abundantes. 

En este m.is111<>,, estudio se pudo observar que los macr6fagos 
...... 

alveolares de. c;:~rd.o, presentan nOcleos más o menos regulares a 
. 'ª?. 

diferencia de los encontrados en c~lulas de conejos en las que 
~.. . 

' . 
se reportan nd.cleos·mas irregulares y con una gran cuntidad de 

, l't • ..... · .... 
gránulos pequ7ños y muy densos • 

... 
· .. · .. 

• ¡'. 

Mecania~u de t4 Fago~i~uli6 de Mic~uu~ganiamaa. ... \ .. 
. ·~· . 

El complejo proceso de la fagocitosis principio con el re 

conocimiento y la unión del microorganismo a la superficie de 
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la membrana, del macrófago continúa con el englobamiento del -

cuerpo extraño por las proyecciones me~branales formando la va 

cuola fagoc!tica o fagosoma y termina con la muerte y digcs-

tión del microorganismo dentro del iagolisusoma (7). Los fac

tores más importantes que participan en este proceso son: 

a) Receptores de membrana para la unión fagocito-microor

ganismo (8, 9). 

b) Aparato de microtúbulos y microfilamentos para la for

mación del fagosoma (10). 

c) Aumento en el metabolismo oxidativo para la muerte in

tracelular (11, 12). 

d) Desgranulación y activación de las enzimas hidrol!ti-

cas para la digestión (13, 14). 

a) Receptores de Membrana para la Unión Fagocito-microor

ganismo.- La unión de los microorganismos al macr6fago requi~ 

re la alteración de la superficie del primero (Opsonizaci6n) -

para facilitar la fagocitosis¡ se ha propuesto que el engloba

miento ocurre cuando la supcrf icie del microorganisrno se hace 

m~s hidrofóbica que la superficie de las c6lulas fogoc!ticas. 

La opsonización de las partículas provee un sitio de unión en

tre las membranas del fagocito y el microorganismo, y cuando -

esta unión se lleva a cabo, hay estirnulaci6n de la gluc6lisis 

y de la síntesis de l!pidos y el proceso de englobamiento co-

mienza a efectuarse. 
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b) Aparato de Microtúbulo5 y Microfi lumen tos para la For-
.. , 

mación del Fagosoma.- ·La vía de la glic6lisis es la que pro--
4' <t-~:t- ··•. ; 

vee la energí~ necesaria para la fagocitosis del microorganis-

mo ( 16) , los eventos mo~eculares que se l lev.:rn a cabo en la -

contracci6n del citoplas~a del fagocito y en la formación de -

pseud6podos que rodean al microorganismo, se llevan a cabo ---

principalmente por la acción de una proteína de unión con la -

actina que está intimamente asociada con las membranas plasmá-

ticas del fagocito • cuando esta proteína es activada como 

respuesta de la membrana plasmática del fagocito durante la 

fagocitosis, ocurre un cambio configuracional llevándose a ca-

bo una polimerización de la actina a microfilamcntos; la 9eli- .• 
. -': .. \_~ 

ficaci6n o la contracción de estos filamentos forman los pseu~-~-~ 

d6podos que rodean a las partículas, quedando dentro de una --

membrana que constituye el fagosoma (17). 

e) Aumento en el Metabolismo Oxidativo para la Muerte In. 

tracelular.- Cuando la fagocitosis se lleva a cabo hay un au-

mento sorprendente en el consumo de oid'.gcno y tnmbi6n se cHsp~ 

ra el metabolismo de la glucosa por la vía ele la hcxosa mono.--

fosfato (llMP). La función oxidativa en la fagocjtosis no es -

sensible a inhibidores de la cadena respiratoria y puede ser -

medida por el consumo de oxígeno, por la producci6n de per6xi-

do de hidr6~~no, por la reducción de nitro nzuJ de tetrazolio 
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(NBT) (lS), por la producci6n de i6n super6xido (19), o por 

quimioluminiscencia (20). 

Los requerimientos metab6licos para -!Jna in9esti6n eficie~ 

te est4n separadas claramente de los mecanismos microbicidas; 

la 9luc6lisis es la que provee al fagocito de la ener9!a nece

saria para la ingesti6n de la part!cula, pero es la acci6n 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 ox!qeno y en la actividad de 

la v!a del fosfogluconato. Esta v1a, tambifn conocida como la 

"' v1a de la deqradaci6n de la hexosa monofosfato (HMP) tiene dos 

objetivos principales: 

1) La generaci6n de poder reductor en el citoplasma extr! 

mitocondrial en forma de NADPH. 

2) La s!ntesis de pentosas con liberaci6n de co2 (21)(Ver 

Fi9. 2). 

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

esta vta: 

- en la oxidaci6n de la glucosa-6-fosfato por la acci6n -

de la qlucosa-6- P -deshidrogenasa. 
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- en la oxidaci6n del 6-fosfogluconato por la acci6n de -

la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (21). 

El NADP+ necesario para llevar a cabo la vía del fosfogl~ 

conato es suministrado por la reacci6n de la glutati6n peroxi-

dasa, 

GLUTATION 
PEROXIDASA 

seguida por la reacci6n de la glutati6n reductasa, 

GSSG + NADPH GLUTATION 2GSH + NADP+ P.EDUCTASA (22) 

De esta forma una deficiencia de la glutati6n peroxidasa -

en este mecanismo oxidativo, limitaría la estimulaci6n de la -

vía del fosfogluconato. 

El aumento en el consumo de oxígeno se explica por_la ac-
+ ·.· . 

~i6n que tiene la NADPH oxidasa para generar más NADP y molé-

culas de i6n super6xido (22). (Fig. 2). 

Los productos de la reducci6n incompleta del oxígeno par-
1 :. ~· • 

ticipan e~_ias reacciones microbicidas de los macr6fagos; la -
.1-,. 

enzi~a "mieloperoxidasa (MPO) emigra al fagosoma durante la fa

go~i tosis ,Y su ácci6n aunada a la del H2o2 se ve aumentada ú1 

vLt.Jto cuand~·; al medio se le adiciona algún halogenuro COMO io-



. 

-12-

Glucosa 1 -Glu-Crs+GJr 

ATP ~ GlutatlÓn 

: ~· --º-•-•"~~-d;..,:_;_!!""o_•_•_•• l-PG ul+,,,,,, Slntetaso 7"" &----· -· - 1 ...... 1.9'"1.°" 
t-PG Gtut1t14n Glutet14A 

Dllltldro1enaso RHUCfGIO p., ..... 

b-:~y 
. NADPH Ga 

OXIDASA 

-La. 

Figura 2. E1quewa Si11Pllflcedo del ... tabolllllD oxld•tlvo •soci•do con el 

fena.no 4le la fagacltosb. w re1plracl6n aceleredlt trM C"!!, 

sigo yn •-nto en el con•- de glucosa y la actfvldltd del 119cHismo p.• 

ra la degradacl6n de H"" es •1111entada 10 veces. Se producen grandes can· 

,tludes de 16n 1uper6aldo (0
2 
-) 'I de H2o2• 
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duro o cloruro (23). El sistema antimicrobiano MPO-H2o2-hal~ 

ro es eficiente tanto en células polimorfonucleares como en -

macr6fagos alveolares; sin embargo, en estudios más recientes 

se ha encontrado que Gstos dltimos ~equieren necesariamente -

que el halogenuro sea I- para poder llevar a cabo la oxida-

ci6n de los sustratos apropiados presentes en el microorgani~ 

ao y ocasionar su muerte. 

La reducci6n del ox!geno a per6xido de hidr6geno se lle

va a cabo por la transferencia de dos electrones en total, p~ 

ro si el ox!geno acepta la transferencia de tan solo un elec

tr6n, se formaran otros productos intermediarios como el i6n 

•uper6xido (02-), el radical oxhidrilo ("OH) y ox!geno excit~ 

to (02*> (11, 12). 

El i6n super6xido es un radical libre formado por la re-

4ucci6n monovalente del ox!geno molecular o por la oxidac16n 

monovalente del a2o2• Esta mol6cula altamente reactiva e• un 

potente agente Oxido-reductor; en presencia de un pH leido, -

el i6n super6xido es altamente inestable y sufre una diSJ11uta

ci6n espontanea para generar mol6culas de ox!geno y per6xido 

de hidr69eno por la reacci6n (2Q), 

2H+ 
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El i6n sup.er6xidci . puede ser convertido al radical oxhidrilo -

por medio de la reacci6n' qe Haber-Weiss (21), 
- ~ . . 

--------+ 
., 

La producci6n de estas mol6culas altamente reactivas.trae co• · .. 
mo consecuencia el.rompimiento de las membranas de los micro

organismos por la acci6n oxidante sobre ellas. 

El i6n super6xido es detectado en los sis.temas biol6gi-

cos por su capacidad de reducir compuestos como el c;tocromo 

e ( 26) o el NB.T ( Ú) y por su transformaci6n a oxígeno malee!! 

lar en la presénci~ de la enzima super6xido dismutasa (SOD);

la contribuci6n del super6xido en el poder bactericida se ha 

estudiado en diferentes sistemas. Cuando la SOD se fija a 
, .. 

part!culas de 14tt:x que entran junto con las bacterias a los 

faqosomas, se obáe'rva casi una completa inhibici6n del poder .... 
bactericida (28). Se han obtenido otros resultados muy pare

cidos con catalasa:unida a part!culas de l!tex. Aunque estos 

estudios .in v.l.vo ~firman la participaci6n del i6n super6xido " ......... 
en los event~s b~ctericidas, no pueden aclarar si su papel es 

.' • : . r ;~ 

como agente primario o como un intermediario para la subse--
• ·,"º ·.~ '.; .• 

cuente formaci6'n de e2o2 • 

. -.,,;. ~. ·-.":""" ... _ ---
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La generaci6n de estados de excitaci6n electr6nica en las 

c~lulas fagocitarias fue por primera vez reportada por Allen -

(20): él observ6 un marc~do aumento en la quirnioluminiscencia 

que fue inicialmente relacionada con la fagocitosis y la acti

vaci6n del sistema de degradaci6n de la HMP. El propuso que -

las especies luminiscentes fueran oxígenos excitados o un pro

ducto de oxidaci6n mediado por ellos. Una vez que el oxígeno 

excitado (que es excepcionalmente reactivo) se ha formado, es 

un potente reactivo oxidante capaz de atacar regiones de dens; 

dad electr6nica alta en un gran namero 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 ácidos grasos insaturados que 

forman parte de los l!pidos de membrana, de ácidos nucléicos -

y de residuos de aminoácidos. El producto de la oxidaci6n del 

oxigeno electr6nicamente excitado puede ser un dioxetano u 

otro intermediario inestable que se desintegra para dar grupos 

carbonilos electr6nicamente excitados. La relajac16n de estos 

grupos carbonilo a sus estados basales da como resultado la -

emiai6n de un fot6n que se manifiesta como quirniolwniniscencia 

(Fig. 3) (20). 

El oxigeno excitado co2•) puede ser producido en los sis

temas biol6gicos por varios caminos: uno de ellos incluye el -

sistema f.IPO-H 2o 2-halogenuro y el otro puede ser una dismutaci6n 

espontánea del i6n super6xido a un pH adecuado (Fig. 4). 
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1o; OlC IGENO Slf<IGULETE 

\ 
SUSTRATOS OXIDABLES DE MICROORGANISMOS 

R--c=c-A 

I 

. --A a.-e 0-=mC 

1 1 'A 

O~/R 
R- C--C----' A 

~'~ / " ~I~ 1' "-..,. " " 
CAABONIL EXCITADO DIOlCETANO 

Figura 3. Representación esquemática ~e la oxidación microbicida propue!_ 

ta por Allen (20) mediada por un oxigeno excitado (02>1). El -

sustrato microbiano es una representación de una región de alta densidad 

electrónica. El Dioxetano es un producto intermediario inestable cuyo --

anillo se rompe para dar carbonllos excitados que al regresar a su estado 

basal emiten radiación electromagnética (hv). 

Nota: El oxígeno excitado se le nombra también oxigeno singulete por su 
espectro que presenta sólo un pico a diferencia del oxigeno basal 
que presenta un triple. 
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2H+ l:!ISM!.l_TACIONe•o• 20 \ + E§poNfXNEX- 1 + 

CI" ocr 

'o, 

MIELOPEROXIDOSA 

Figura 4. Representación esquemitlca de la fuente de 02* en el·fagosoma. 

el o
2

- es el ¡ón superóxldo, producto de la reducción incomple-

ta del oxfgeno molecular por un solo electrón. * El o2 es el estado elec--

tr6nicamente excitado del oxígeno molecular y que es capaz de regresar a -

su estado basal con la subsecuente emisión de un fotón o atacar una reglón 

de alta densidad electrónica de Jos sustratos moleculares. La oxidación -

microbiana se lleva a cabo como se Ilustra en la figura J. 
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Aunque todos los productos de la reducci6n incompleta del 

oxígeno poseen un poder bactericida, la acurnulaci6n de ellos -

dentro de la c~lula puede producir daños irreversibles (29). -

La c~lula estii equipada con enzima¡¡ que elin1inan estos produc

tos t6xicos: el i6n super6xido es dismutado por la enzima su-

per6xido dismutasa (SOD) generando oxígeno molecular y H2o2 : -

el u2o2 es eliminado por la peroxidasa para dar oxígeno y agua. 

As!, en c~lulas donde la actividad de estas enzimas es muy el~ 

vada, el sistema bactericida realizado por sustancias oxidan-

tes resulta poco relevante. 

SOD 

PEROXIDASA 

d) Desgranulaclón y Activación de las Enzimas Hidrolftl

cas para la Digestión del Microorganismo.· Existe una serie -

·de enzimas que son productos de la desgranulaci6n del lisosoma 

en el fagosoma y que tienen propiedades bactericidas. El meca 

nismo de la fusi6n de la membrana del lisosoma con el fagosoma 

est4 influenciado por cambios en la concentraci6n de cationes 

divalentes. La desgranulaci6n y la liberación de enzimas hi--
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drol!ticas se inicia por la acci6n de los radicales oxhidrilo 

(ºOH), ya que las sustancias que son capaces de eliminarlo, -

también inhiben a su vez la desgranulaci6n. 

El mecanismo propuesto para la desgranulaci6n es el si--

guiente: 

1) Formaci6n del i6n super6xido y su dismutaci6n a ox!g~ 

no molecular y per6xido de hidr69eno, 

+ + SOD 

2) Reacci6n entre el per6xido de hidr6geno y el i6n su--

per6xido para producir radicales oxhidrilo, 

3) Peroxidaci6n de las membranas lisosomales. 

4) Desgranulaci6n y liberaci6n de las enzimas digestivas. 

Entre las enzimas liberadas en la desgranulaci6n tenemos 

la li!'lóÜma.~ue'.tiene una capacidad bactericida limitada, ya 
.... ·. . .. ".:~ ... ·, + 
. que esencialmente act6a sobre las bacterias Gram pues en las 

de tipo Gram- la mureina (sustrato de la lisozima) se encuen

tra recubierta por una capa de lipopolisacáridos. La lacto-

ferrina también es liberada durante la desgranulaci6n, pero -

tiene un efecto bacteriostático m!s que bactericida (30). 
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Existen otras proteínas con poder bactericida que son altame~ 

te cati6nicas pero que aún no se encuentran plenamente identi 

ficadas ( 31) • 

Además de la liberaci6n de sustancias bactericidas.antes 

mencionadas. la desqranulaci6n libera una qran variedad de e~ 

zimas hidrol!ticas que act6an sobre el microorganismo ya des

activado. Entre las m4a importantes de estas enzimas tenemos: 

a) Fosfatasa leida. 

b) Ribonucleasa !cida. 

e) Desoxirribonucleasa ácida. 

d) Arilsulfatasa. 

e) Catepsina. 

f) Colaqenasa. 

q) Beta-qalactosidasa. 

h) Manosidasa alfa. 

i) Glucosidasa alfa. 

j) Beta-glucuronidasa. 

k) Reductasa del citocromo c. 
1) Fagocitina. 

Los restos de la c~lula bacteriana pueden ser finalmente 

metabolizados por el macr6faqo o expulsados al exterior de la 

c-tlula. 
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DEFENSA QUIHICA HUMORAL. 

Esta barrera actfia en cooperaci6n con la fagocitosis y -

está formada por una serie de sustancias químicas que se en-

cuentran en el suero. La lisozima es una de estas sustancias 

ya que también puede actuar extracelularrnente produciendo la 

lisis del microorganismo para que después sea fagocitado. 

El sistema properdina también posee propiedades antibac

terianas; es una beta-globulina que se encuentra en el suero. 

Otras sustancias que entrarían en este grupo serían las beta

lisinas, algunas proteínas básicas como las protarninas e his

tonas, ácidos dicarboxílicos y ceto4cidos, ácido láctico pro

ducido a partir de la glicolisis anaerobia y un factor muy i~ 

portante que es el interfer6n (32), presente s6lo en el caso 

de una infecci6n viral. 

DEFENSA INHUNOLOGICA. 

Hasta aquí s6lo hemos hablado acerca de las barreras in

específicas que posee el organismo, pero existe otra barrera 

de tipo específico que es la inmunol6gica, la cual actGa est! 

mulando a la fagocitosis y viceversa, ya sea de forma celular 

o humoral. 
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Podemos decir que el pulm6n se defiende con diversos me

canismos de la entrada de microorganismos; sin embargo, es im 

portante señalar que cada uno de estos mecanismos actúa en 

una forma íntimamente relacionada y es imposible separar la -

acci6n de cada una de ellos en form~ independiente. 
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OBJETIVOS, 

Una de las principales p~rdidas econ6micas de las industria -

pecuaria en M~xico, se debe a la gran recurrencia que se·ha -

tenido de enfermedades respiratorias produ.cidas por diversos 

microorganismos que act6an en forma mixta con o~ros factores 

como pueden ser los ambientales o la interrelaci6n con infe.c-

cienes virales (33). 

La acci6n de las sustancias bactericida.s presentes en •-

los macr6fagos alveolares es de gran importanci~ para la de--

fensa contra las infecciones bacterianas. A pesar de su im--
. ;¡ 

portancia, es muy poca la informaci6n que se posee acerca de 

los mecanismos que acompañan a la fagocitosis específicamente 

en lo que se refiere a la actividad de enzimas de macr6fagos 

alveolares de cerdo, hecho que nos motiv6 a la realizaci6n 

del presente trabajo, el cual consiste en la determinaci6n de 

las actividades de tres ·de las enzimas de mayor importancia -

en estos mecanismos como son la Lisozima, la Peroxidasa y la 

Superoxido Dismutasa, presentes en los macr6fagos alveolares 

de cerdo normal. 

En estudios realizados se ha encontrado que las infecci~ 

nes virales suprimen la actividad bactericida intrapulmonar, 
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hecho que se relaciona con los desperfectos que pudiera sufrir 

el mecanismo bactericida m4s que con las altaraciones del sis

tema de transporte dentro del pulm6n (44, 45). 

Los antecedentes mencionados :?'.lgieren que algunas de las 

enzimas de mayor importancia en el sistema bactericida pudie-

ran modificar su actividad como consecuencia de una infecci6n 

viral, dando como resultado una mayor recurrencia en el animal 

en las enfermedades de tipo bacteriano. 

Asf, las actividades enzimlticas basales de lisozima, pe

roxidasa y super6xido dismutasa determinadas en el presente -

trabajo, podr!n servir de punto de comparaci6n para trabajos -

posteriores realizados con cerdos infectados, para determinar 

•i la hip6tesis antes enunciada resulta ser falsa o verdadera. 



-25-

MATERIALES V METODOS, 

OBTENCION OE "ACROFAGOS ALVEOLARES. 

Los macr6fagos se obtuvieron a partir de pulmones de cer

dos sanos de cuatro semanas de edad y con un peso aproximado -

de 8.70 Kg. Se sacrificaron desan9r!ndolos en blanco por inc! 

si6n de las arterias branquiales previa anestesia con 5 ml de 

anestesal. La cavidad tor!cica fue abierta y la parte supe-

rior de la traquea cerrada para prevenir la entrada de sangre 

a los pulmones durante la disecci6n segGn una modificaci6n de 

la tEcnica de Myrvik (34), que a continuaci6n se describe, 

La traquea fue cortada por arriba del punto donde fue ce

rrada y se extrajeron los pulmones, coraz6n y traquea como una 

sola pieza que se lav6 con soluci6n isot6nica con la traquea -

aGn cerrada. El coraz6n fue separado cuidadosamente previnie~ 

do cualquier lesi6n en los pulmones y limpi!ndolos con gasa p~ 

ra eliminar el exceso de fluido externo que pudiera contilJllinar. 

Se hicieron dos lavados introduciendo por la traquea 60 ml de 

soluci6n de NaCl isot6nica (6), cuidando de que todo el liqui

do entrara por los bronquios para que se distribuyera por cada 

uno de los 16bulos del pulm6n. La traquea se cerr6 para uar -

un firrae masaje a los pulmones: el liquido se deposit6 en tu-

bos frfos que se centrifugaron durante 10 minutos a 1500 rpm -

en una centrifuga cl!nica. 
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Al sobrenadante se le determin6 su contenido celular: el 

volumen de la pastilla fue medido y resuspendido en 5 ml de -

soluci6n salina isot6nica. Se hizo una tinci6n vital con ro-

jo neutro al 1% (34) y se realiz6 la cuenta vtable con la t~c 

nica de rutina para g16bulos blancos (35) , se centrifug6 nue

vamente a 1500 rpm durante tres minutos, el sobrenadante fue 

desechado y la pastilla se resuspendi6 en 5 ml de soluci6n -

hipot6nica de sacarosa 0.2 M. 

LISIS DE HACROFAGOS ALVEOLARES (37). 

Los macr6fa9os obtenidos en la soluci6n hipot6nica fue-

ron homogenizados a 4°C en un homogenizador de vidrio provis-

to de un émbolo de tefl6n durante seis minutos: se añadi6 Tri 

t6n X-100 a una concentraci6n final del 0.1% y se someti6 a -

un proceso de congelaci6n C-BSºC, 15 min) y descongelaci6n 

(SOºC, 5 min) por seis veces consecutivas. Se centrifug6 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 centrifugaci6n se 

le determin6 su contenido prot~ico segOn la t~cnica de Groves 

(36) que utiliza una determinaci6n espectrofotométrica en un 
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PULMONES 

·. 
Lavado (60 ml Sol. Salina) 

MACROFAGOS ALVEOLARES 

1500 rpm, 10 min 

SOBRENADANTE PASTILLA 

PASTILLA 

Resuspender en 5 ml Sol. Salina 
Tanar muestras para cuenta · 
viable 

1500 rpm, 311lin 

SOBRENADANTE 

Resuspender en 5 ml 
de Sacarosa 0.2 M 

HOMOGENIZAR 4°C 

Añadir Trit6n x-100 

CONGELAR Y DESCONGELAR 6-X 

1500 rpm, 30 min 

PASTILLA SOBRENADANTE 

(Determinar el contenido 

proteico) 

Figura S. Hétodo para la obtención y lisis de macrófagos alveolares. 
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rango de luz ultravioleta donde se elimina la interferencia de 

Scidos nucl~icos y otras sustancias presentes en el extracto. 

Se utiliz6 como control para la curva de calibraci6n, solucio-

nes de concentraci6n conocida de Albumina Bovina. La f6rmula 

empírica para esta cuantificaci6n es la siguiente: 

AA 
~g/nll • (0.680) (10-2)(Dilucidn) 

donde: 

ENSAYO DE LISOZl"A. 

De un cultivo joven de Mic~ococcu4 ly4odeikticu4 fue tOlll!, 

da una muestra y resuspendida en 0.5 ml de buffer fosfatos ---

0.05 M y pH 6.2 a una diluci6n final de aproximadamente 1010 -

bacterias/al (correspondiente a una transmitancia del 501 a -

una longitud de onda de 650 run cuando se ajusta el blanco con 

agua destilada). 

se añadieron 0.5 ml del extracto crudo de proteina libre 

de c'lulaa y ae a9it6. La actividad de la lisozima fue deter

ainada por la cinttica de la lisia de M. ly4odeikticua en un -

espectrofot&netro Zeiss (l!Odelo PM 20) adaptado con un grafic!. 

dor continuo y calibrado a 1001 de transmitancia con agua des

tilada a 650 nm. El progreso de la reacci6n fue seguido dura~ 

te 15 minutos. 
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Se hizo una estandarizaci6n utilizando como control una -

soluci6n de 30µ9/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 ab•orbancia a 650 nm de 0.001 

por minuto a 25°C (42) (V!ase: RESULTADOS). 

ENSAYO DE PEROXIDASA (39.,4~) •. 

La actividad de la peroxidasa fue determinada por la de•! 

parici6n de la banda de absorci6n del leido 6rico a 290 nm ae

dida espectro{otoia6tricamente durante el curso de la acci6n de 
·i 

la peroxidasa sobre el donador de electrones • ..... 

Se colocaron 2.35 ml de buffer fosfatos 0.07 M y pH 7.J·

en la fotocelda y se añadieron 0.15 ml de acido Grico 0.5 .. -
• ·., .1 '\•. ... . ..• 

da 0.5 ml del extracto crudo de protetna. La réacci6n ·se· ini·-~.:·, 

ci6 añadiendo al ti~. cero 20 nicrolitros de e2o2 15 1111. La 

disminuci6n de la absorbancia debida a la desaparici6n de la -

banda de ~sorci6n.de1·ac1do Grico a 290 mn, fue registrada d!! 

rante 40 minutos a condi~io~es ambientales (39, 40). 
' ' 

Se e'~ª~-~ariz6 utilizando una soluci6n de Peroxidasa mar:

ca Miles No.·' 36-453 con una actividad de 100 U/mq. 
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Una unidad de actividad se define como la cantidad de e~ 

zima que cataliza la conversi6n de 1 µmol de H2o2 por minuto 

a 25°C (43) (V~ase: RESULTADOS). 

ENSAYO DE SUPEROXIDO DIS"UTASA. 

La actividad de la super6xido dismutasa (SOD) se determ! 

n6 por la aparici6n de la banda de absorci6n a 560 nm del --

azul de formazan que es el producto de la reducci6n del azul 

de t·etrazolio (BT) por la oxidaci6n del i6n super6xido: en d! 

ferente• tubos se añadieron loa siguientes reactivos, vari&n

dose la cantidad de extra~to crudo de proteina en cada uno de 

ellos: 

0.40 ml riboflavina 1.17 x 10-5M. 

0.15 ml metionina 0.1 M 

0.15 ml NaCN 2xlo-4 M. 

2.60 m1 buffer Po4
3- 0.25 M pH 7.8. 

0.20 ml BT 11.2 X 10-4 M 

Bl e•pectrofot6metro se calibr6 con esta mezcla de reac

ci8n al tie111po cero y se coloc6 el tubo de ensayo en una e'-!, 

ra de fotoinducci6n forrada de papel alumi1Úo y provista de -

una fuente de luz fluorescente de 12 watts. Al minuto 12 se 

determin6 el aumento en la absorbancia a 560 nm producido por 

la aparici6n del azul de formazln: establecido perfectamente 
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este par~metro, se añadieron a los diversos tubos conteniendo 

la mezcla de reacci6n antes descrita, diferentes vol6menes -

del extracto crudo de SOD manteniendo el volumen constante; -

se registraron los valores obtenidos de densidad ~ptica al m! 

nuto12en cada uno de los tubos, siendo ~sta una modificaci6n 

a la tAcnica de Beauchamp y Fridovich (37). 

Se utiliz6 como control la misma mezcla de reacci6n sin 

la enzima y se chec6 el aumento en absorbancia a los diferen

tes tiempos para establecer perfectamente la lectura que se -

registraba a los 12 minutos. 



-32-

RESULTADOS Y DISCUSION, 

OBTENCION DE HACROFAGOS. 

El volumen hdmedo de c~lulas empacadas despuAs de la cen

tr1fugaci6n vari6 entre 0.2 y 0.3 ml. El promedio de los re-

cuentos de cflulas fue de 3.122 x 108 ! 0.260 x 108 macr6fagos 

/ml (Tabla I). 

MORFOLOGIA. 

Los macr6fagos observados con tinci6n vital presentan un 

tamaño variable de 5 a 10 micras de di4metro; el nGcleo ubica-

do excfntricamente se tiñe m4s intensamente que el resto de la 

c•lula (Fig. 6). Se hicieron otras preparaciones de estos ma

cr6fagoa utilizando otras tfcnicas de tinci6n (5). Estas fot~ 

graftaa se observan en la figura 7. 

LISIS DE HACROFAGOS. 

Las calulaa fueron completamente rotas con el mftodo uti

lizado, obtenifndose as! un extracto crudo de enzimas libre de 

calulaa (Fig. 8). 

CUANTIFICACION DE PROTEINA. 

El promedio del contenido de prote!na 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 E! 

MENTOS. Totales mg/ml TRACTO. mg. 

I 3.29 16.48 4.74 23.70 

II 2.87 14.39 7.04 35.22 

III 3.40 17.00 5.92 29.60 . ~ 

IV 2.91 14.51 6.27 31.36 

.. 

PROMEDIO 3.12 15.61 S.99 29.97 

DESVIA-
CIQfl 

STANDARD ,t0.26 + 1.32 :t,0.95 :t,4.79 - .. 

Tabla l. El recuento de macr6fagos se hizo en cámaras de Neubauer si--

gulendo la t•cnlca de rutina para globulos blancos. Los 11W1-

cr6fagos se encontraban suspendidos en solucl6n isot6nlca y tenidos con 

rojo neutro al 1%. El contenido protélco fue determinado espectrofoto--

rnEtrlcamente (32). 
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Figure 6. Macr6fagos alveolares de cerdo de cuatro semanas de edad tefti· 

dos con tincic5n vital de rojo neutro al 1%. Obsfrvese la for

.. errlftonada y la posicl6n e•cfntric1 del núcleo que se tifte con mayor -

intensidad que el resto de la célula. (1000 X) las fotograffas fueron to• 

l!Wdas en un microscopio de investigacl6n con cámara incluida en el cuerpo. 

Marca Kerl Zeiss, modelo 472547-990, campo claro, plan apocrom5tico, len

te 100/1.J. 
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~. 

A 

B 

Fi9ura 7. Macrófa9n~ alveolares de cerdo teñido' con: A - Hematnxilina-

Eosina; B - Técnica de Shorre. (1000 X). 
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Figura 8. ,..cr6fagos alveolares de cerdo lfsados en un holllogenlzados t.!. 

po Potter con soluci6n hlpot6nica de sacarosa 0.2 M y Trlt6n -

al 0.1% y sometidos por 6 veces a congelamientos y descongelamientos. Ob

sérvese el rompimiento de las membranas celulares que dejan libre el con

tenido enzimático. (1000 X). 
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ACTIVIDAD ~NZIMATICA DE LISOZIMA (37, 38, 42). 

Fuudameuto. 

La acci6n de la lisozima sobre la pared celular de los -

Mlc~ococcua lyaodelktlcua disminuye la turbiedad de la -

suspensi6n 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 reacci6n vemos que la relaci6n 

transmitancia-tiempo, cumple con una f11nci6n cuya ecuaci6n es 

similar a la dé Michaelis-Müntcn (461. 

T 

donde, 

Tmax t 
k+t 

T = transmitancia (variable dependiente). 

t =tiempo (variable independiente). 

(1) 

tma:c = constante (valor m!ximo de la transmitancia). 

k • constante. 

Al sacar el inverso de la ecuaci6n (1) por el m~todo de 

dobles rec!procas similar a la ecuaci6n de Hineweaven-Burk --

(46), obtenemos: 

1 
T 

k + t 
T t max (2) 
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GPO DE T R A N s M I T A N e I A 

EXPERI-
MENTOS \ TO' l T3' \ T5' ' TlO' l Tl5' 

30.0 31.9 33.7 34.4 35.4 
33.0 34.5 36.2 37.3 37.8 

I 33.2 34.6 36.8 37.5 38.2 

32.0 33.7 35.4 36.J 36.5 
33.5 35.0 37.1 37.5 37.6 

PROMEDIO 32.3 33.7 35.8 36.6 37.1 

DESV. STD. :!: 1.4 :!: 1.0 + 1.3 ± 1.3 ± 1.0 

30.7 33.2 36.0 38.2 38.5 

II 31.4 34.7 37.2 39.6 39.8 
32.0 35.2 37.a 40.0 40.4 

~ROMEDIO 31.3 34.3 36.9 39.2 39.S 

Di:SV. STD, ± 0.5 ± o.a ± o.a ±o.a ± 0.1 

32.3 35.4 37.6 38.5 39.5 

III 31. 7 36.0 38.4 39.7 40.8 
33.6 37.8 38.7 40.3 41.4 

PROMEDIO 32.5 36.4 38.2 39.5 40.5 

DESV. STD ± 1.0 ± 1.0 ± 0.5 ± 0.7 ± o.e 

: 31.5 34.8 36.2 39.1 39. 7 

IV 32.0 35.6 37.0 31.1 39.0 

31.7 35.7 36.7 37.6 31.4 

PllOllEJ)JO 31.7 35.3 36.5 31.4 39.0 

.DESV. STD, ± 0.3 ± 0.5 ± 0.4 ±o.a ± 0.7 

Tabla 11. V•lores de% de TransmltAncla obtenidos a diferentes tletnpOs du-

r•nte la re•ccl6n enzilllitlc• de 0.5 •l de M. ly4odeikticua con -
0.5 mi de extacto crudo de proteina en ~uffer P0~3- o.05M, pH 6.2, ~a650nn. 
Cada grupo de experimentos se refiere a los resultados obtenidos a partir 
de un mismo cerdo. 

Tx1 • Transnitancia al minuto x. 
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Rearreglando la ecuaci6n (2) obtenemos: 

1 
T" T 

max 

1 
t + 1 

Tmax 
--.. ( 3) 

que es la ecuaci6n de una recta donde: 

y 

X 

m 

b = 

1 
T 

1 
t 

1 
Tmax 

variable dependiente. 

variable independiente. 

pendiente de la recta. 

ordenada al origen. 

Con los valores reportados en la Tabla III, la ecuaci6n 

(3) y haciendo un an4lisis de regresi6n lineal por el ~todo -

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

'· 
A partir de los cSlculos 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 enzimStica'de la lisozima se define (42), 

U/mg A650nm / min. 
(10- 3) (Diluci6n) (mg/ml Prot. Total) 



GPO DE 
EXPERI • T 
MENTOS 

1/T t 1/t l/T' 1 T' 1/T'maJC 1 T' max ABSORBANCIA 

32.3 0.0309 o - - 31.5 o.409 

33.7 0.0296 3 0.33 0.0295 33.9 !" o.469 ..... 
I 35.8 0.0279 5 0.20 0.0282 35.5 o CD 0.449 

"' ... 
36.6 0.0273 10 0.10 0.0272 36.8 "' o.u .. "' . 
37.1 0.0269 15 0.01 0.0269 37.2 0,429 

31.3 0.0319 o - - 30.8 o.5o4 

34.3 0.0291 3 0.33 0.0291 34.4 o 0.463 . ... 
u ~36. 9 0.0211 5 0.20 0.0271 36.8 o ... o.434 

"' . 
39. 2 0.0255 10 0.010 0.0256 39.0 

... ..... 
0.409 "' 

39.5 0.0253 15 0.07 0.0251 39.7 0.401 

33.5 0.0307 o - - 33.6 0.488 

36.4 0.0274 3 0.33 0.0274 36.4 0.439 

IU 38.2 0.0261 5 0.20 0.0261 38.2 !" ... 0.418 o ... 
39.5 0.0253 10 0.10 0.0251 39.8 "' . 

0.400 ... .... ... 
40.5 0.0246 15 0.01 0.0248 40.3 OoJH 

31. 7 0.0315 o - - 32.3 0.449 

35.3 0.0283 3 0.33 0.0284 35.1 0.455 
~ ..... 

IV 36,5 0.0274' 5 0.20 0.0271 36.9 \O 0.433 o . 
0.10 38.4 "' \O 

0,416 38.4 0.0260 10 0.0260 "' e 
39.0 0.0256 15 0.01 0.0257 38.8 0.411 

Tebl• 111. Cilculo de los velores de 1/T y 1/t pare le obtencl6n de I•• recte• que por regresf6n llneal 
der•n cOlllO resultado una nor1111llzeci6n de I•• curves. 

1 ... 
Ct 
1 
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!:l ~ncrcmento de absorbdncia por unidad de tiempo se cal

cula a partir del segmento inicial de la curva donde la pen-

dien te es constante, es decir, durante los primeros tres minu-

tos de actividad. (Tabla IV). 

GRUPO DE A650nm/min DILUCION PROT.TOTAL ACTIVIDAD 

EXPERIMENTOS mg/ml U/mg 

I o.ooa 0.5 4.74 3.37 

II 0.012 0.5 7.04 3.40 

III 0.007 0.5 5.92 2.36 

IV 0.012 0.5 6.27 3.82 

PROMEDIO 0.010 0.5 5.99 3.24 

DE~. STANDARD :!:_0.003 +o.o +0.95 :!:.0.62 

Tabla IV. Actividad de lisozima en extractos crudos de enzima de macróf!!_ 

gos alveolares de cerdo estimada como promedio de un lote de -

cuatro cerdos de la misma camada y sin problemas de infección. 
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Vüc.u~.i.61t. 

La acci6n de la lisozima contenida en el extracto de pro-

teína de los macr6fagos alveolares, provoca un aumento de la -

transmitancia en el medio debido a la lisis de la pared celu-

lar de la b~ct~ria. Se observa que este incremento se cfectGa 

lentamente, '"}ó q~~ se traduce en una actividad enzimática baja 

comparada con el control. 

Los coeficientes de correlaci6n obtenidos (Fig. 9) indi--

can que efectivamente el curso de la reacci6n sigue la funci6n 

propuesta (Ecuación 1), pues al linearizarla por el método de 

m!nimos cuadrados, se obtienen rectas con un alto coeficiente 

de correlación. 

'.i 

';· 
: .. ~ ' .. 

En la figura 9 se puede observar que la recta correspon--

diente al._,grupo de experimentos II posee una pend_iente mayor -

que la de las otras rectas. Esto es explicable, ya· que cada -

uno de los experimentos se realiz6 con diferentes cantidades -

de proteina, y al hacer la corrección de la actividad por mg -

de protc!na_ total no se aprecia una gran desviaci6n del valor 

de Este C()n r~specto a los dem3s (Tabla IV). 

En la figura 10 se puede observar que las curvas que pre-

sentan el curso de la reacci6n de los experimentos, no s6lo 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. ty~ode.ik.t.icu-b tenian la misma concentra 

ci6n de bacterias por lo que el valor de la transmitancia va-

riaba para cada experimento. 

ACTIVtDAD ENZl"ATICA DE PEROXIDASA. 

Fu11dcz11e11to. 

La oxidaci6n del !cido Grico por la acci6n del e2o2 en -

presencia de peroxidasa provoca una desaparici6n en la -

banda de absorci6n a 290 nm. 

La reacci6n qurmica que se lleva a cabo es la siguiente: 

ROOH + AH2 
PEROXIDASA 

donde ROOH representa el per6xido de hidr69eno y AH2 es la m2 

lfc:ula donadora de electrones que es el acido Grico. 

Los resultados obtenidos de la oxidaci6n de 0.15 ml de -

&cido Grico 0.5 mM por la acci6n de 20 microlitros de e2o2 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 -

- -- ~- - - """ - - -- . .A.. 



--·--· -- - --·-- -- ··---·- . .- ·~~- - ..... --GPO DE 
A 8 s o R B A N e I A 

EXPERI 
Ao, As, Al0 1 AlS' A20 1 A25' AJO' A351 MENTOS 

1.128 l,076 1.024 0.986 0.954 0,936 0,927 0,922 
1.120 1.067 1.015 0.977 0,942 0.921 0,916 0.911 

I 1.126 1.072 1.025 1.002 0.962 0.938 0.922 0.918 
1.130 1.086 1.037 1.015 0.982 0.957 0.942 0,938 
1.12? 1.079 1.022 0.998 o.969 0,;936 0,923 0,917 

PROMEDIO 1.126 1,076 1.024 0,997 0.962 0,938 0.926 0,921 
DESV S'l'D ;t.OOJ ;t.007 ;t.007 :!:· 014 !·015 !· 012 ±,009 ;!:.010 

0,902 0.101 o. 716 0,667 0.639 0,607 0,600 0,596 
u 1.110 1,007 0,926 0,847 0.810 o. 776 0.7S6 0.745 

l,086 0.928 0.857 o. 726 0.703 o. 685 0.673 0.667 
PROMEDIO 1.032 0.912 0,833 0,746 0.717 0.689 0.676 0.669 
DESV STO ;t.113 !•103 :!:.,107 :!:.-091 ±.-086 ±-084 ±-078 ±-074 

1. 326 1.106 0,927 0,846 o. 720 0.707 0.693 0.687 
ur 1.627 1,402 1.202 1.097 0.938 o.896 0,807 0.785 

l.'69 1.302 1.194 1.001 0.975 0,898 0.842 0.803 
PROMEDIO 1.474 1.270 1.074 0.981 0.892 o. 833 0.780 0,758 
DESV STO :!:.·150 :!:.-lSO :!:,.138 :!:,.126 :!:.·10 ;t.109 :!:·º'·~ !·º62 

1, lfiJ 1.067 0,987 0.920 0,865 0.822 0.797 0,786 
IV 1.207 1,116 1,016 0.9'6 0.873 o.8ot 0,753 o. 741 

1,058 0.9'7 0,9SS 0.897 0.821 0.7Sl 0,706 0.691 
PROMEDIO 1.142 1.oso O.H6 0,921 o.eso o. 792 0.7S2 0,739 
DESV STI> !·076 !•07S :!:,.030 :!:,.024 :!:•026 ;t.036 :!:,.045 :!:·047 

Tabla V. Oxidación de 0.15 mi de ácido úrico 0.5 mH por la acc16n d• 20 mlcrolltros de H2o2 15 mH en 
presencia de 0.5 mi de extracto crudo de peroxldasa, Buffer Po4

3" 0.07 H, pH 7,3 T • 27ºC. 
longitud de onda• 290 nm. 

. .• - ~....6--~·-,...-.~.-- ..... ~-----·--- ·--··-

A40• 

0.920 
0,906 
0,915 
0,929 
0.905 
0.915 
;t.009 

0.590 
o. 730 
0.659 
0.659 
;t.070 

0.675 
0~782 

0.795 
0.750 

:!:.·06S 

0.775 
0,736 
0.682 
0,731 

:!:•046 

1 .. 
"' 1 
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el caso de la lisozima; ~stos se normalizaron para calcular -

la actividad de la peroxidasa en forma más exacta. Este aná-

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 reacci6n de peroxidasa. 

Una unidad de actividad de peroxidasa se define como la 

cantidad de enzima necesaria para catalizar la conversi6n de 

Conociendo los µmo--

les de u2o2 que se van reduciendo en base a los µmoles de lci 

do Grico que se van oxidando y sabiendo la estequeometrla de 

la reacci6n sera posible determinar su actividad. (Fig. 13). 

1) 

2) 

Expresnado la reacci6n con f6rmulas condensadas se tienes 

PEROXIDASA 

Acido Urico. 

- --- -- ·--- - :;.._..;;.. ..... ;: ..... ~ 

Acido llidroxi
Acetilen Dureido 
Carbox!lico. 

Alanto!na. 

, 
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1 DA1QS IXPS. GPQ r 
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aya-· 
O.HO 
o.uo 

OJIO Ql?S 

Fltu•• ti. Coorva olltenillH por el llfto4o • •IAi- c""dr-• .. ,.;.. ú• 

101 reportado• "" la Tabla VI. 
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GPO DE 
EXPERl- A t l/A l/t l/A' A' 
MENTOS 

1.126 o o.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 

I 
0.962 20 1.040 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 

0.9.21 35 1. 016 0.028 1.072 0.93Z 

0.915 40 1.093 0.025 1.075 0.930 

1.0J2 o 0.9H - - 1.280 

0.912 5 1.0'6 0.200 1.048 0.954 

O,ll3 10 1.200 0.100 1. 293 0.773 

0.746 15 1.l40 0.070 1.3'7 0.731 
u 0.717 20 1.l95 o.oso 1.416 0.706 

0.68' 25 1.451 0.040 1.441 0.69f 

º·"' JO 1.479 o.Ol3 1.451 º·'" 
º·"' l5 1.415 0.021 1.470 o.no 

o.ut 40 1.S17 0.025 1.471 0.677 

1.n• o º·"' - - 1.520 

1.270 5 0.717 0.200 o.au 1.221 

1,074 10 o.tu 0.100 1.025 o.t75 

O.Hl 15 1.0H 0.070 1.111 0.194 

ur O.ltll 20 1.121 o.oso 1.181 0.147 

O,IJJ 2S 1.200 o.oto 1.212 0.825 

º· 710 JO 1.212 o.o:u 1.Jll 0.111 

0.751 35 1.319 0.021 1.249 0.101 

o.no 40 1.333 0,025 1.251 o.795 

i.u2 o º·"' - - 1.260 

1.050 s 0,'52 0.200 0.9U 1.060 

º·'" 10 l.OU 0.100 1.117 º·"' 
0,'21 15 1.086 0.070 1.189 o.u1 

IV o.aso 20 1.176 o.oso 1.237 º·'°' 
0,792 2S 1.263 o.oca 1.261 0,7U 

0,752 30 1.330 O.Oll 1.277 o.1u 

0,739 35 1,353 0.021 1.289 o.776 

0,731 40 1.361 0.025 1.296 o.771 

J.,bl• VI. Ulculo de los valores de l/A y 1/t p•ra la obtención de las rect•s que por regrn16n llnul Y 

mfnhrios cuadrados darán como resultado la nonMlizaci6ft de l•s curvas. 

1 ... 
o 
1 
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o 

Figura 13. Plecanismo de la oxidaci6n de leido úrico por per6xido de hi-

dr6geno vía radicales libres en donde se indica que la este-

quiometrfa es de 2 moles de H2o2 que oxidan a 1 mol de ácido 

úrico. 
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y basándose en la Ley de Lambert-Becr que relaciona la concen

traci~n de una sustancia con la absorbancia, 

A Kc. 

donde, 

A absorbancia. 

K constante (coeficiente de extinsi6n). 

c = concentraci6n. 

se puede calcular la concentraci6n del 4cido drico que se oxi

da a lo larqo de la reacci6n: la constante K se calcula a par

tir del valor de la absorbancia al tiempo cero donde la conce!!. 

traciOn de 4cido 6rico es de 25 nmol/ml (Tabla VII). 

GRUPO DE Acido Urico K X 10-I 
EXPERIHENTOS "º nmol/ml 

I 1.290 25 0.052 

IJ 1.280 25 0.051 

IU 1.520 25 o .061 

IV 1.260 25 o.oso 

Tabla VII. Valores de la absorbancia registrada al tiempo cero de 25 nmol/ 

mi de ácido úrico a 290 nm, a partir de los cuales se calcula • 

el coeficiente de extln~ión molar. 
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Las concentraciones de ácido úrico a los diferentes tiem

pos de la reacci6n se encuentran reportados en la Tabla VIII. 

En promedio se oxidan 0.774 x 10-3 µmol/mg prot x ~in de 

leido drico lo que indica que la actividad de la peroxidasa 

presente en los macr6fagos alveolares de cerdo es de: 

3.87 X 10-J U/mg. 

Oücu4.i6n. 

La acci6n de la peroxidasa presente en el extracto prot6~ 

co proveniente de los macr6fagos alveolares, cataliza la redu~ 

ci6n del H2o2 que a su vez oxida al ácido úrico provocando una 

di11111inuci6n en la banda de absorci6n a 290 nm. Esta disminu-

ci6n es lenta lo que indica que la cantidad de 4cido 6rico que 

se va oxidando (o de 1120 2 que se reduce) es muy poca, lo que -

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

Esta diaminuci6n tan lenta en la absorbancia hizo pensar 

en un principio que probablemente se debiera tan solo por una 

sedimentaci6n de ácido drico dentro de la foto celda, por lo 

que se utilizaron controles sin contener el extracto protfico. 

Ro se observ6 ninguna disminuci6n en la absorbancia llegando a 

la conclusi6n de que el extracto prot6ico· si posee actividad -

aunque 6sta result6 ser muy baja en comparaci6n con la peroxi

dasa control. 



.. 

T I E M p o GPO EXP I GPO EXP II GPO EXP III GPO EXP IV 

(min) A290 
e 

.A290 
e 

·;A290 
e 

A290 
e 

nmol/ml nmol/ml nmol/ml nmol/ml 
o 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 1.4~4 i \ 2.4 ~º •, 1.220 24.4 
2 1 •. 208 23,"2 1.158 . 2.2. 7 1.4:00 :, .:" 2.2. 9·, ' 1 .. 180 23.6 .. 

·: 22~.'o ,) 3 ' ,• ' . 1.168 22 •. 5 . l. 094:. .. ."21 .• J' 1:3:4.4. "l.1410 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 Ox/S min 0.76 l. 26 0.98 0.78 

unol 

mg Proteina Total 4.74 7.04 5.92 6.27 

Urico ox/ mg x 30 min 0.801 O.BB 0.810 0.606 

PROME DI O 0.774 nmol Urico Ox/mg prot x min 

D E S v. S T· D. + o.1s 

T•bl1 VI 11. Concentr•cl6n de llcldo úrico• diferentes tiempos, a medida que se va oxidando 

por. la accl6n de I• peroxldHa sobre el H
2
o

2
• Buffer Po,.3• 0.07 11, pH 7,3, 

T • 27ºC, longitud de onda • 290 nm. 

1 
U1 • 1 
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En la figura 11 se puede observar que los coeficientes -

de correlaci6n indican que el curso de la reacción sigue la -

fünci6n propuesta (Ecuación 1) aunque ahora la variable depe!!. 

diente es la absorbancia y la variable independiente sique --

siendo el tiempo. 

En la figura t2 observamos que el grupo de experimentos 

III tiene au origen a un valor a.1s alto de absorbancia. esto 

se debe a las diferentes concentraciones del extracto prot~i

co, pero.la cantidad de leido Grico que se oxida durante el -

curso de la reacción podrá ser detectado independientemente -

de este factor (Tabla VIII). 

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE SUPEROXIOO DIS"UTASA (~1). 

Funda1t1e.nto. 

La reducción del azul de tetrazolio (BT) por la acci6n -

del i6n super6xido (02-l provoca una aparici6n en la ban 

da de absorción a 560 nm. La presencia de la enzima su

per6xido dismutasa (SOD) provoca una disminución de la -

concentraci6n de o2- y por lo tanto su actividad se ob-

serva mediante la desaparici6n de la banda a 560 nm. 

La fotorreducci6n de la riboflavina produce los iones su 

per6xido que interaccionan con el azul de tetrazolio segGn la 

reacción: 



-56-

SOD 

impidi~ndose de esta manera la acumulaci6n de azul de forma-

z4n y la consiguiente desapárici6n de la banda de absorci6n a 

560 nm. 

Los resultados obtenidos de la iluminaci6n de las solu--

ciones conteniendo riboflavina, metionina y BT durante 12 mi-

nutos se encuentran en la Tabla IX. Los valores para la nor

~alizaci6n de las curvas se encuentran en la Tabla X y la gr! 

fica correspandicntc en la figura 14. 

Se utiliz6 como fuente enzim4tica de SOD el extracto pr2 

t6ico obtenido a partir de los macr6faqos alveolares segGn la 

t6cnica antes descrita. 

La unidad de actividad de la SOD puede ser definida como 

la actividad para la cual se alcanza la mitad de la inhibici6n 

..ax1111a en las condiciones dadas (41). 

- .. ·- -·-

En la figura 15 se grafica el por ciento de inhibici6n -

alcanzado como funci6n de la cantidad de protelna total añad~ 

da y en la Tabla XI se muestra una recopilaci6n de los resul

tado• obtenidos. 
1 
1 

I 
l 
' 



GPO DE 
' EXPERI-

MENTOS 

PROTEINA 1119/1111 o.o o.270 0.677 1.354 2.031 2. 709 1 3. 380 
-

1 I A12' 0.254 0.242 0.226 0.198 0.186 0.183 0.181 

' INHIBICION o.o 4.7 11.02 22.04 26,77 27.95 28.40 

PROTEINA 1119/1111 o.o 0.402 1.006 2.011 3.017 4.022 s.020 

II A12' 0.246 o.22s 0.207 0.182 0.175 0.173 0.171 

' ll\Hllti"7 ,--; ;-,;.. o.o e.s 15.8 26.01 28.86 29.60 30.40 

PROTEINA lllCJ/ml o.o 0.338 0.846 1.691 2.537 3.383 3.870 

Ul A12' 0.239 0.218 ·0.202 0.187 0.110 0.178 o.176 

' INHIBICION o.o ª·' 15.4 21.7 24.6 125.5 l2s.9 
1 l 

PROTEINA lllCJ/1111 o.o 0.358 0.896 1 1.791 2.687 i 3.583 ¡ 4. 470 

0.265 0.251 0.235 1 0.215 0.203 ¡ 0.198 
1 

IV Al2 1 1 o .196 
j 

' INHIBUCION o.o 5.2 11.l 18,8 23.4 ! 25. :?- 26,2 
fo-

PROTEINA lllCJ/1111 o.o 0.243 0,608 1.217 1,825 1 2.434 3.040 

V A12 1 0.224 0.209 0.191 0.167 1 o.149 0.155 i 0.150 

' INHIBICION o.o 6,6 U.7 25.4 30.. l 33. o 33.4 
~-----

Tabla IX. lnhlblci~n de la reducc16n de IT por la SOD pre1ente en lo& extractos cru• 
dns de prnterna. Buffer P0 4l• 0.25 M, pH 7.8, longltud de onda • 560 nrn, 
fttcnte de o2• • rlboflavlna 1.17 K 10·5 

1 
UI 

" 1 
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:g 
INHlllCION CONCENTRACION 

1 e 1/1 l/C 1/1 1 t' 

o.o o.o - - - -
4.7 0.27 0.21) 3.70 0.211 4.7 

11.02 0.67 0.090 t.lt' 0.0,3 10.8 
1 22.0lt 1.JS O.OltS 0.71t 0.0-2 19.2 

26.77 2.0J O.OJ7 º·"' O.OJ9 2S.6 
27.95 2.70 0.0)6 0.37 o.031t 2'·" 
28.ltO ).38 O.OJS 0.29 0.0)2 )0.7 

o.o o.o - - - -
e.s º·"º 0.117 2.5 0.117 8.S 

15.8 1.00 0.00) t.00 0.061 16.lt 
11 26.01 2.01 0.0)8 o.so O.Olt2 2J.8 

28.86 J.01 o.OJ5 O.JJ 0.035 28.6 
2,.60 lt.02 O.OJJ 0.25 0.032 )1.3 
30.ltO 5.02 0.0)2 0.20 0.030 J2.3 

o.o o.o - - - -
8.7 O.JJ O. ltlt J.OJ O.Hit 7.1 

IS.lt o.Bit 0.065 t. 19 o.06J 15.9 
111 21.7 1.6, º·º"' 0.59 0.097 21.J 

2lt.6 2.5) O.OltO º·" o.01t1 21t.lt 
2s.5 J.)8 0.039 o.a 0.038 26.J 
25.9 J.87 O.OJI! 0.26 O.OJ7 21.0 

o.o o.o - - - -
5.2 O.J5 · 0.192 2.86 0.192 5.2 

11.J o.89 o.OSI t.12 0.081 "·" IV 11.1 1.79 O.OSJ 0.5' 0.055 11.2 
2J.lt 2.68 o.ou 0.37 o.Oltlt 22.7 
25.J J.SI º·º" 0.21 O.OJ8 26.J 
26.2 lt.47 0.038 0.22 o.oJ6 27.6 

o.o o.o - - - -
6.6 0.21t o. 151 4.16 0.150 6.7 

11t.7 0.60 o.068 1.66 o.069 14.S 

" 25.lt 1.21 O.OJ9 0.83 0.0"2 2).1 
J0.8 1.82 0.0)2 0.55 o.OJJ JO.) 
3).0 2.4J O.OJO o.1t1 0.029 Jli.S 
JJ.lt J.lto 0.029 0.29 0.027 )6.8. 

-
T•bl• 1. c¡1culo de los v•lores de 1/1 y t/C, p•r• l• obtención de l•s rect•S que 

por regresión lineal darán COllO result•do I• noniializaci6n de las curv•s· 
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0.125 

O.IOO 
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Figura llt. Curvas obttinld·H por el método de mfnlm• c:uadr•dos según dato• repor"tado' en la Tabla x. 
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• DATOS EXHRIMEN'tALIS GRUPO l 
o .. ti 11 

• .. 11 " 
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a " .. 11 

1.0 a.o 1.0 4.0 

PROTEINA mo/ml 

lnhlblcl6n de la reduccl6n da IT por la pre1encl1 de SOO. La fotocelda contenía o.~ mi de 
riboflavlna 1.17 • IO"SM, O.IS mi metlonlna 0.1 "•O.IS mi HatH blO"~M y las cantidades 
Indicad .. de orotelna de macr6fagos alveolaru de cerdo en un volúmon total da 3,5 mi. 
8Jffer P0~3- 0.25 M pH 7,e T. JO't. 
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GRUPO DE 
EXPERI-
MENTOS, 

I 

u 

III 

. 
IV 

V 

Tabl• XI, 

~ I~HIBI• PROTEWA 1/2 I~Hia¡-
CIO:-J, TOTil.L Cim:. 
TOTAL r.ta /:nl ':'OTAL, 

¡ 
1 30,7 3,39 15.3 

i 

1 32.3 5.02 16.1 

i 27,0 3.87 1 13,S 
i 1 

1 

1 27.6 ". 4 i 13.8 
' 
' 

1 36,8 3.04 18 .4:. 

' 1 

' 

1.jnldad de ,"1c:tlvid•d de SOD c:1lcul1d1 t p~rt'.:; de 

1 
1 

I 

------·---·-------··-----------·~-·-----·-·--·-------·----------' -

t.~IOAD DE ACTIVIDAD 
ACTIVIDAD U/mq 

mcr crot, 

1.02 0.98 

0.98 1~22 

o.so 1.02 

1.20 0.83 

o ,84 1.19 
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En la filtima columna de la Tabla X, se reportan los valo 

res que corresponden 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 prot~ico to-

tal presente en un extracto de macr~f~gos Alveolares. 

(1.i.4CU4.i6n. 

La presencia de la enaima Super6xido Di11111antasa (SOD) 

contenida en el extracto prot!ico de macr6fagos alveolares de 

cerdo, inhibe la reducci6n del azul de tetrazolio (BT). Cua~ 

do'en el medio de reacci6n no se haya contenida la enzima SOD, 

se alcanza un incremento de absorbancia a los 12 minutos que 

se tOllla como un O\ de inhibici6n; a medida que se va añadien

do el extracto prot~ico (manteniendo el volumen constante), -

la 1nhibici6n va awnentando, ya que el i6n super6xido se dis

auta impidiendo la reducc16n del BT y por consiguiente, la -

aparic16n del aaul de formaz&n que absorbe a 560 nm. (Tabla -

JX). 

La llitad de la 1nhibici6n .m&xima se alcanza a valores -

auy altos de concentrac16n de proteina (Tabla XI) lo que ind! 

ca que el contenido de SOD presente en el extracto protlico -

es muy bajo. En la figura 14 se puede observar que los coe-

ficientes de correlaci6n obtenidos para las rectas que ah! se 

ilustran, son altos, lo cual indica que efectivamente es pos! 

ble hacer una linearizaci6n de las curvas que cwnplen con la 

func16n de la ecuaci6n (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 pr~ 

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 comparaci6n a los -

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

1 U/1119. 
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CONCLUSIONES. 

1) El 1116todo·utilizado para la obtenci6n de macr6fagos -

di6 un buen rendimiento, pues los vollirnenes obtenidos 

de cflulas empacadas, ast como el recuento de macr6fagos, son 

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

2) Fue necesario utilizar tres tEcnicas conjuntas para -

lograr el rompimiento de la membrana celular del ma-

cr6fago, lo que nos indica su alto grado de resistencia. 

3) El mEtodo utilizado para la determinaci6n de prote!--

nas es exacto ya que se comprob6 con patrones inter-

nos; se eliminaron las interferencias y es sumamente rSpido -

por lo que se recomienda para futuras determinaciones de cante 

nido protlico en extractos crudos libres de cElulas. 

4) En cada uno de los casos de la determinaci6n de las -

tres actividades enzilll&ticas concluimos que es fasi-

ble tratar las curvas que señalan loe cursos de reacc16n se9Gn 

la ecuaci6n (1), ya que al hacer la lineaniza.ciCSn por el m41to

do de dobles rec!procas·(E'e\ii"ciCSn 3), los coeficientes de co-

rrelaciCSn estuvieron cercanos a l. 
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5) En el caso de las tres determinaciones de actividades 

enzim4ticas, ~stas resultaron muy bajas en comparaci6n 

a las actividades reportadas en la literatura para las mismas -

enzimas de macr6faqos en otras especies animales. Sin embargo, 

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 comparaci6n y habr1a que hacer otros experi

mentos con extractos protEicos purificados a partir de la misma 

fuente. 

. .. 
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