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RESUMEN

Introduccién. El Oxigeno (02) se ha usado con fines terapéuticos en
enfermedades que cursan con hipoxemia. En el momento actual se
conocen efectos toxlcos como consecuencia de hiperoxia en todas las
formas de vida. Pl mecanismo de daho es por aumento en la
concentracién de radicales libres (RL) derivados del 02.
Propésitoy. Fueron medir el efecto en la capacidad de oxireducciodn
hacia el nitroazul de tetrazolio (NBT) por macréfagos peritoneales
(MP) de ratas que respiran 02 a una concentracién de 0.21 y 1.0.
También se evalud esta’ capacidad en MP cultivados en ambientes de
02 al 0.10,0.21 y 1.0. Por otro lado se valord la capacidad de
destruccién celular y actividad de mieloperoxidasa (MPO) de
polimarfonucleares (PMNs) periféricos obtenidos de pacientes caon
hipoxemia y peritonitis crénica,

Resultados. La capacidad de oxireducir NBT se observs disminuida en
forma significativa en ratas bajo ambiente al 1.0 con p<0.05;
también se observd disminuida en MP cultivados bajo ambiente de 02
al 0.10 y al 1.0 con p<0.05.

Se cobservd disminuida la capacidad de destruir bacterias por los
PMNs periféricos de pacientes con peritonitis que .presentaban
hipoxemia (Pa02 < 45 mmHg. La actividad de MPO también se observo
disminuida y se descarté que este defecto fuera secundario a una
deficiente producciéﬁ de proteinas componente estructural basico de
la enzima.

Los resultados sugieren que la funcidén o6ptima de HMP y PMN se

produce bajo condiciones normales o ideales de un ambiente de 02.



ABSTRACT

Introduction. Oxygen (02) has been used for therapeutic purposes in
diseases with hypoxemia. At present, we know toxic effects by
hyperoxia state for all kind of life cells. The mechanims of dawage
is through increasing free radicals (FR) derived from 02.
Purposes. Mesure the effect of 02 in the oxireduction capacity to
nitrobluetetrazolium (NBT) by peritoneal macrophages (MP) of
Sprague dolly rats breathing 02 at concentration of 0.21 and 1.0,
Also, was mesure the myeloperoxidase (MPO) capacity on MP cultured
in enviroment of 0.10, 0.21, gnd 1.0 of 02 concentration. In other
way, were mesure the celular detruction capacity and
myeloperoxidasa activity by peroferical polymorphus nuclears (PMN)
from patients with hypoxemia con chronic peritonitis.

Rasultsg. The activity for oxyreduction of NBT by MP was disminished
in rats in 1,0 02 enviroment with p< 0.05. Also it was obserbed
disminished in MP cultured at 0.10 and 1.0 02 enviroment with
p<0.05. The capacity to destroy bacterial cells by PHMN was
disminished in patients with hipoxemia (Pa02 <45 mmHg) and
peritonitis. The MPO activity, also was disminished and it was
dismiss from consecuences of a secondary defect of low protein
production, a basic structural component of enzime.

The results sugessted that the optimal function of MP and PMN is

produce in normal or ideal 02 enviroment.



EFECTO DEL OXIGENO BOBRE LA OXIREDUCCION
DE LO8 MACROFAGOB PERITONEALES DE RATAB
Y ACTIVIOAD DE MIELOPEROXIDASA EN PMNu

PERIFERICOB EN PACIENTES CON PERITONIIIS

Introduccién

Desde su descubrimiento, el oxigeno (02) se ha utilizade con fines
terapéuticos en enfermedades que cursan con hipoxemia, por ello,
los reportes iniciales de toxicidad por 02 sorprendieron a muchos.
Actualmente, se conocen efectos téxicos por 02 a todos los drganos
y sistemas. En 1873, Paul Bert realiz6 el primer estudio sobre la
letalidad presentada como consecuencia del 02 en condiciones de
hiperoxia en todas las formas de vida, desde los maniferos hasta
los virus (1). Los cambios fisjolégicos y sintomas asociados con
hiperoxia en humanos han sido objeto de mGltiples comunicaciones
(2,3,4,5), Algunos han explorado la interaccién entre 02 activo y
la elastasa del PMN, y sus resultados sugieren incremento en la
gravedad del dafo en pacientes con sindrome de insuficiencia
respiratoria aguda progresiva del adulto (SIRPA)(6). El mecanismo
de dafio es consecuencia de un aumento en la concentracién de
radicales libres (RL) derivados del 02 (7,8,9). Los RL son
sustancias que poseen un electrén impar y son considerados
fragmentos de moléculas, Se pueden formar por 3 vias diferentes: 1)

por ruptura homolitica de la unién covalente de una molécula, en la



que cada fragmento retiene uno de los electrones pares; 2) por la
perdida de un electrén; 3) por la adicién de un electrén. La
transferencia es el proceso mis frecuente. La reducci6n del 02 por
transferencia de un electrén produce el RL, anién superéxido. El
peréxido de hidrégeno se forma de la reduccién de dos electrones
del 02 via la produccién de superéxido, y dos moléculas de
superbxido pueden reaccionar y formar peroxido de hidrégeno y 02,
a este tipo de reacci6n se le conoce como dismutacién. El peréxido
de hidr6geno, no es en sf, un RT, pero se le considera una
sustancia reactiva del 02. El peréxido de hidrégeno es un compuasto
impor't:ante en la bioguimica de los RTs porgue puede facilmente
romperse en presencia de iones metdlicos transitorios para producir
otros radicales mis reactivos y dafiinos para la célula: el radical

hidroxil (10,11,12).

Usando polimorfonucleares (PMNs} como una célula que genera RL, a
través de la activacion de NADPH oxidasa. En los afios setentas se
desarrollaron métodos citoquimicos para localizar los RLs (13). Los
RL requieren 02 molecular como substrato, La ley de acci6n de masas
predice que su formacién se incrementa directamente con el aumento
de la concentraci6on de oxigeno molecular en el ambiente de los
tejidos. Por otro lado, las células tienen mecanismos de defensa
contra la formacién de estos RL, por lo menos para limitar sus
efectos dafiinos, como son las enzimas que modifican peréxidos,
proteinas gque secuestran metales en transicién y compuestos gque los

barren (14).



Los principales Rl son derivados del 02 vy entre ellos tencnos al
anién superéxido, perdxido de hidrégeno, radical hidrdxile, dcido
hipoclérico, cloraminas, didxido de nitrégeno y poeroyidos
lipidicos. El organismo posce sistemas antioxidantes, come la
superéxido dismutasa, catalasas, el sistewa de la enzima reductora
del glutatién, el secuestro de jones metdlicos, enzimas
degradadoras de protefnas dafadas por los RL, metabolizacidén de
hidroxiperdxidos, reparacién de DNA y vitaminas antioxidantes como
lo son la E, C, P y el betacaroteno. Bajo condiciones normales se
establece un equilibrio entre la produccién de oxidantes y su
neutralizacién por antioxidantes, tawbién actdan sobre los lipidos
de la membrana celular induciendo alteraciones genéticas y con ello

modifican sus funciones (15).

Los fagocitos mononucleares fueron descubiertes por Eli Hetchnikoff
hace casi 100 aflos. Estas células, secretan ademds mediadores
solubles, desde citocinas y factoras del complemento hemolitico,
hasta moléculas quimiotdcticas y con actividad citotéxica. En el
caso de antigenos particulados como los de origen bacteriano, en la
respuesta primaria juega un papel relevante su capacidad de
presentacion antigénica (16). Ootra funcién relevante lo conatituye
su capacidad para secretar citotoxinas como las interleucinas 1, 6,
8, 10 y 12, asi como el factor de necrosis tumoral alfa. Finalmente
cuenta con la funcién efectora para eliminar microorganismos
intracelulares como hacterias, hongos, micobacterias y mycoplasma,

amén de otros. Juega un papel relevante el efecto del interferén



gama y otros factores activadores de macréfagos (17). Bajo el
efecto de las citocinas activadoras de macréfagos, estas células se
transforman en macréfagos activados. El estado de activacién le
permite activar sus mecanismos citacidas intracelularces, entre los
que se epcuentrah los RL del 02 y 6xido nitrico que permiten
eliminar los agentes intracelulares que de otra manera, utilizan al
macréfago como su nedio de propagacién. Por mencionado, se dice que

el macré6fago es el gran orquestador o que tiene miltiples funciones

(18,19).

Las funciones del PMN se pueden dividir en cuatro principales como
son: la quimiotaxis, la adherencia, la fagocitosis y la activacién
de eventos postfagociticos encargados de la destruceién de material
ingerido, La activacién del factor quimiotéctico, favorece la
actividad de fosfolipasa C que incrementa la produccién de
derivados de fosfoinositol. El trifosfato de jnositol actda
liberando @l calcio unido a la membrana, con lo que incrementa la
cancentracién de calcio intracelular (20). Los wmacréfagos son
células con mdltiples funciones. Los macrofagos activados tienen
una capacjidad fagocitica aumentada, =sin embargo, la accib6n
microbicida no esta asociada directamente a una ingestifn aumentada
(21). La activacién de los macr6fagos y PMNs durante la fagocitosis
estd asociada a los siguientes hechos metabélicos (22):

a) activacién de la via alterna hexosamonofosfato y del ciclo de

la glutatién reductasa-glutatién peroxidasa;

b} activacién de una oxidasa del NADPH asociada a la membrana,



aunento del consumo de 02 y generacidén del anién superdxido y
de perédxido de hidrégeno;
) formacién de radical hidréxilo, oxigeno atomico y otros

metabolitos del oxigeno reactivo.

Los sistemas antimicroblanos de los macr6fagos y los PMNs se
dividen en relacién al 02 en dos grandes grupos:
A, - Dependientes del Oxigeno
a) Mediados por la mieloperoxidasa
1.~ mieloperoxidasa
2.~ H202
3.~ Cofactor oxidable (por lo general un haluro)
4.~ Acido a pH 6ptimo
b) Independientes de la mieloperoxidasa
1.~ H202
2.~ Anién superdxido
3.~ Ox{geno en singlete

4.~ Radlcal hidréxilo

B.~ Independientes del oxigeno
a) proteinas catiénicas
b) lactoferrina
c) lisozima
d) Acido con pH bajo
e) Histonas del nGcleo celular

f) Elastasa



51 existe, un grupo de sistemas antimicrobianos (23) de los PMNs y
los macréfagos que se reconoce como dependiente de 02 y pueden ser
mediados por mieloperoxidasa unos, y otros no, la actividad
microbicida de estos sistemas al igual que su activacién estan
relacionadas a la presencia de 02 en el ambiente; y al mismo tiempo
puede seflalarse que de acuerdo a la ley de masas, bajo condiciones
bajas de 02 la activacioén de los PMNs y los macréfagos se encuentra
deteriorada para los sistemas microbicidas dependientes de 02 y por
el contrario en ambiente rico de 02 la activacién de los PMNs y los
macréfagos se incrementa hasta un limite en el cual los mismos PMNs

y macré6fagos sufren el efecto téxico.



Planteamiento del problema

¢(Cudl serd el efecto en la capacidad de oxireduccién hacia el
nitroazul de tetrazolio (NBT) por macréfagos peritoneales de ratas

que respiran a una concentracién de 0,21 de 027

¢Cual seréd el efecto en la capacidad de oxireduccién hacia NBT por

macrofagos peritoneales de ratas que respiran aire al 1.0 de 027

¢Cudl seré el efecto en la oxireduccidn hacia el NBT por macrofagos

peritoneales de ratas cultivados bajo ambiente de 02 al 0.21?

:Cnal serad el efecto en la oxireduccién hacia el NBT por macréfagos

peritoneales de ratas cultivados bajo ambiente de 02 al 1.0?

¢Cudl serd el efecto en la oxireduccién hacia el NBT por macréfagos

peritoneales de ratas cultivados bajo ambiente de 02 al 0.107

{Cual sera la diferencia en la capacidad de destruccion celular de
PMNs en pacientes con hipoxemia y peritonitis crénica en

comparacién con un grupo control de personas sanas?
¢Cudl serd la diferencia en la actividad de mieloperoxidasa de PMNs

en paclientes con hipoxemia y peritonitis en comparacién con un

grupo control de personas sanas?

10



Gbjetivos

El primer objetivo fue observar la capacidad de oxireduccién al NBY
por macréfagos peritoneales de ratas respirando aire al 0.21 o

enriquecido con 02 al 1.0,
El segundo fue evaluar la capacidad de oxireduccién al NBT por
macréfagos peritoneales de ratas posterior a su cultivo en tres

condiciones diferentes de 02, 0.21; 1.0; y 0.10.

El tercer objetivo fue medir la capacidad de destruccién celular de

los PMNs de enfermos con peritonitis e hipoxemia arterial.

El @iltimo objetivo fue cuantificar la actividad de mieloperoxidasa

en PMNs de los mismos paclentes con peritonitis e hipoxemia.

11



MATERIAL Y METODOS:

Para los dos primeros objetivos se valord la funcién fagocitica de
macréfagos periteoneales en ratas Sprague Dawley ¢ & @ 12 semanas
de edad, con peso mayor de 200 qrs. La induccion de los nacrofagos
fue con la administracién intraperitoneal de 20 ml, de aceite
mineral. Un grupo de 20 ratas vrespird 02 al 0.21, (A); y otro de
otras 20 respiré 02 al 1.0, (E). 72 horas después, fueron extraldos
los macréfagos peritoneales y se midié su capacidad de oxireduccién
del NBT como prueba de funcién fagoeftica. Se tomd una muestra de
macr6fagos de cada una de las ratas. Se dividié en 3 partes iquales
y previa cuenta de los mismos para su ajuste y estandarizacién se
cultivaron bajo 3 condiciones diferentes de 02 (0.21, al 1.0 ¥y
0.10) . Al término del perfodo de cultivo (72 hrs), se evalud la
viabilidad de la células, y se midié la capacidad de oxireduccién
del NBT (24). Fig. 1 Se tuvo el cuidado de evitar condiciones
hiperbdricas con una vdlvula que requld la presion interna de la
caja en donde se mantuvo a los animales. Se controld variables
extrafias intervinieran como ciclos anormales de 1uz~oscﬁridad,
espacio insuficiente para su movilizacidn, e ingesta de liquidos y

alimentos a libre demanda.
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pPara llevar a caho el tercer abjetive se evalud la capacidad de
opsonizacién de bacterias como prueba preliminar de funcién
fagocitica en 20 pacientes con Pao2 iqgual o menor de 45 mullg que

presentaban peritonitis.Fig. 2

Para cumplir el cuarto y dltimo objetivo se valoré la actividad de
la enzima MPO (mieloperoxidasa) en polimorfonucleares (PHNs) de los
mismos 20 pacientes que cursaban su estado clinico de peritonitis

y Pa02 iqual o menor de 45 mmHg.

Las caracteristicas de los pacientes admitidos fueraon:

1.- Tener peritonitis comprobada mediante cirugia

2.~ Pa02 igual o menor de 45 munlg en el momento de la toma de la
myastra y un perfodo previo de 48 hrs o més en condicién,
independientemente de si se encantraba recibiendo 02.

3.~ Edad entre 20 y 50 afios

4.~ No antecedente de defecto hereditario o adquirido de
deficiencia en la fagocitosis, sistema de mieloperoxidasa o
trastornos del complemento por interrogatorio

5.~ No antecedente o presencia de cirrosis hepatica, uremia
crénica o diabetes mellitus por interrogatorio

6.~ No antecedente de ingesta de farmacos que pudieran influir en
la actividad de MPO o fagocitosis como clindamicina,
corticoides y otros mediante la revisién de la prescripcion

médica en la sewana anterior al estudio.
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Se utilizé un grupo control, constituido también por 20 sujetos con

las siguientes caracteristicas:

1.~ Ausencia de enfermedad en los dltimos 30 dias

2.~ Edad de 20 a 50 afios.

3.~ No antecedente de alteracién en la fagocitosis, actividad de
MPO o en el sistema del complemento por interrogatorio.

4.~ No antecedente de cirrosis hepatica, uremia o diabetes mediante
interrogatorio,

5.~ No antecedente de farmacos que alteren la funcién fagocitica o

la actividad de MPO en la semana anterior al estudio.

Posterjor a la extracién de 1la muestra se realizé ensayo
microbicida (24) y determinacién de la actividad enzimdtica de MPO
por el método de la ortodianisidina (25) que se basa en las
siguientes reacciones:

peroxidasa de rdbano + H202 ~====mw=- >  compuesto

compuesto + AH2 (ortodianisidina) ~====w=ea > peroxidasa + H20 + A

La razén de descomposicién del peréxido de hidrégeno por 1la
peroxidasa de rdbano con la ortodianisidina como donador de
hidrégeno es determinada por la medicién de color desarrollada a
460 nm. La relacién entre el color oxidado y las moles de H202
descompuestos, fueron determinados por 1la medicién de la
absorbancia de la ortodianisidina oxidada por 1la variacién de

cantidades de H202 en presencia de enzima en exceso,

14



El andlisis estadisticoe se realizé tanto por pruebas no
paramétricas como la U de Mann-whitney como paramétricas como

anadlisis de varianza de 2 vias (26, 27, 28).
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Resultados

Capacidad de oxireduccién al nitroazul de tetrazolio (NRT).

El promedio de absorbancia obtenida para los nmacrofaqos inducidos
en ambiente de 02 al 0.21 (normal) posterior a la oxireduccidn con
NBT fue de 0,21+- 0.031 y para los macré6fagos inducidos en 02 al
1.0 (100%)fue de 0,14 +~ 0.043 , con 2= a 2.6 y p menor de 0.05

Fig. 3

El promedio de absorbancia medida en macréfagos inducidos en 02 al
0.21 y posteriormente cultivados también en ambpiente al 0,21 fue de
0.22 +~ 0,072, posterior a la oxireduccién con NBT para los
inducidos 0.21, pero cultivados al 1.0 y 0.10 de 02 mostraron los

siguientes valores 0,13+~ 0.065 y 0.07+- 0.03 Fig. 4

Por otro lado los macréfagos inducidos en ambiente de 02 al 1.0y
posteriormente cultivados en ambientes al 0.21,1.0 y 0.10 mostraron
los siguientes valores en la reaccién de oxireducciéon al NBT:

0.265+= 0.03 ; 0.13 +~ 0.04; y 0.025 +- 0.02., Fig.5 y Fig.6

Capacidad de opsonizacién y actividad de mieloperoxidasa.

Fueron 11 hombres y 9 mujeres. La edad promedio fue de 33.78 +-
10,19 y 30.33 + - 8.91 respectivamente. El grupo control estuvo

también constituido por 11 hombres y 9 mujeres con edad promedio

16



32,43 4- 12,2 y 30,80 4+~ 9.18 respectivamente. Tiempo promedio de
evolucién de la peritonitis de los pacientes problema fue de 32.86

+-19.3 dias.

En el ensayo de opsonizacidén que utilizd plasma heterélogo AB Rh
negativo se observé una mortalidad celular menor del 50% constante

en diluciones del plasma entre 1:4 y 1:6. Fig. 7

bLa cuenta diferencial de PMNs en el grupo problema fue de 78% +-
5.5 de un promedio total de 14 250 leucocitos +~ 3758; mientras que
para el grupo control fue un promedio de 6770 leucocitos totales

+=- 1490 con cuenta diferencial de PMNs promedio de 461 +- 12

La actividad enzimitica de MPO en PMNs en el grupo problema fue de

0.37+- 0.022 U.E. y para el grupo control de 0.46+- 0.018 Fig. 8

El contenido de proteinas en PMNs por el método de Lowry fue de 82

mcg de proteina x 1 X 10 PMNs+-16 para el grupo problema y de 65

+=~12 para el grupo control.

17



Discusién

Kinnula y cols, en 1992 informaron disminucién de la liberacién de
peréxido de hidrégeno poco significative como efecto de la
hiperoxia (1-14 dias, Fio2 .85) sobre los macréfagos alveolares
tipo II y macréfagos en ratas, en las primeras 24 hrs. e incremento
significativo después del tercer dia de exposicién (29), lo que es
sugestivo de disminucién de la funcidn fagocitica en las primeras
24 hrs y una exaservacioéon posterior. En imestro trabajo tanto
durante la fase de induccién de macréfagos peritoneales como el
cultivo de los mismos a Fi02 de 1.0 fueron de 72 hrs para la
primera y 72 hrs.de exposicidn durante el cultivo., La capacidad de
oxireduccién del NBT se observd disminuida en ambos casos, lo cual
concuerda con lo referido por Kinnula y cols. Podria esperarse que
por ser consecutivas ambas condiciones los macréfagos inducidos por
72 hrs. e inmediatamente después de su cosecha cultivados al final
de esta etapa tendria 6 djas de exposicion al 02, sin embargo el
comportamiento de los macréfagos no se observéd asi, sino como dos
eventos independientes, que pudieran estar influidos por el tiempo
de preparacién (aproximadamente 3-4 hrs.) del cultivo durante el
cual varié la Fi02, o porque la recuperacién funcional de las
células ne fue completa. Una posibilidad que expligue este
resultado es que en el peritoneo desconocemos la ccncentracidn de
02 a la cual estuvieron expuestos los macréfagos, asi mismo, otro

hecho fue que el tiempo de exposicién de los macrofagos en el

18



peritoneo fue diferente, ya que unos migraron en las primeras 24

hrs. y otros a lo largo de las 72 hrs,

En nuestro estudio, la finalidad de administrar aceite mineral fue
la de atraer macréfagos a la cavidad peritoneal. No se puede
descartar el efecto que el aceite mineral pudiera tener sobre la
activacién de macréfagos y la produccién de RL, El aceite mineral
es un material inerte, sin embargo, en las laminillas al valorar
viabilidad celular, se pudo observar la presencia de particulas de
aceite incluidas (fagocitadas) por el macr6fago en menos del 10% de
las células, luego entonces, si hubo fagocitosis, hubo activacién.
A mayor cantidad de aceite intraperitoneal fue mayor la cosecha de
macréfagos, y también a mayor permanencia dentro del peritoneo, es
mds alto el nimero de células obtenidas. Este hallazgo concuerda
con lo expresado en la literatura y con el procedimiento de
laboratorio estandarizado. No se mostré diferencia significativa
entre los animales bajo 02 al 0.21 y los que se colocaron al 1.0 en
relacién a la cosecha de células, es probable que a mayor tiempo de
exposicién (mds de 72 hrs.) si hubiera podido observar diferencias

como consecuencia de toxicidad.
La reaccion de oxireduccién del NTB medida a través de absorbancia
fue wmayor en los macréfagos inducidos en 02 al 0.21 que cuando lo

fue en 02 al 1.0, lo que es sugestivo de toxicidad,

Las células que inicialmente se refieren dahadas en el pulmén en la



revisién de la leiteratura son los pneumocitos alveolares tipo I
y las células capilares del endotelio pulmonar. Los efectos
tempranos son el edema del endotelio y la ruptura de las uniones
intercelulares. En etapas tardfas s¢ ha descrito hiperplasia de
pneumocitos tipo II e intraalveolar, asi wismo fibrosis
intersticial, Las caracteristicas de dafo pulnonar producido por la
hiperoxia se consfdera muy semejante al que se presenta en el SIRPA
(30), de ahl la importancia de evalvar sus efectos en pacientes gque
respiran Fi02 mayores a 0.60. Deptro de los objetivos de nuestro
trabajo no tuvimos el valorar los cambios histolégicos en los

pulmones de los animales de experimentacién.

El uso de superdxyido dismutasa y catalasas, asi como otros sistemas
antioxidantes no enzimidticos como la vitamina E, N acetilcistelna,
alopurinol, oxipurinol y otros, no han sido aln evaluadas con
suficiente satisfaccién (31, 32). El estado actual de nuestro
conocimiento, sefiala la extrema complejidad de estos sistemas y nas
sugiere precaucisn en el uso de substancias antioxidantes con fines
terapéuticos (33). Se ha usado el andlogo de proestaciclina para
prevenir el dafio pulmonar por 02, lo cual ha wmostrado resultados
parciales, ya gue ha observado unefecto estabilizador de membranas
y otro inhibitorio para la migracién de neutréfilos, su activacién,

produccion de RLs y de enzimas proteoliticas (34).

Durante la hiperoxia se ha observado un incremento en la produccién

de substancias reactivas del 02 a nivel intrapulmonar de superéxido
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y perdéxido de hidrogeno (35), asi como un incremento en la
biosintesis de prostanoides (36). En nuestro estudio la condicién
de hiperoxia no concuerda con incremento en la capacidad de
oxireduccion del NBT y por ello con mayor produccion de substancias
reactivas del 02, como habria de esperarse de acuerde a la ley de
masas. lstos hallazgos sugleren dafo toxico al los PMNs y
macréfagos como consecuencia de concentraciches altas de 02, las
cuales son reversibles parcialmente ya que al reubicarlas en un
ambiente de 02 normal, mejora la capacidad de oxireduccién a NBT,
sin llegar a ser igual a la capacidad que presentaban cuando se
encontraban en Fio2 0.21 y esto puede deberse a gque el tiempo
transcurrido no hubiese sido el suficiente como para dafar de
manera irreversible a los PMNs y macréfagos, pero si, por lo menos
funcionalmente, Otra posibilidad es que los macréfaqgos obtenidos
del peritoneo presentaran una reactividad diferente al 02 como
consecuencia del efecto del aceite mineral y posible activaciédn de

los macréfagos.

El dafio por reperfusién involucra la adhesién y activacién de PMNs
tanto en los érganos afectados como en sistemas distantes. Durante
este proceso se presenta a nivel local de tejidos hipoxia y
posteriormente reoxigenacién (37). Este fendmeno es un sitio
interesante para estudiar la hipoxia y los PMNs a nivel de

microcirculacién,

Cuando los macréfagos inducidos al 0.21 fueron cultivados en 3
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condiciones diferentes de 02, se observé nuevamente que la reaccidn
de oxireduccién del NTB fue mayor, al final de la etapa de cultivo
en las células bajo condiciones de 02 al 0.21 y se observé menor
absorbancia en las células cultivadas al 1.0 y 0,11 de 02 lo que
sugiere y confirma el hallazgo antes descerito de qgue biolégicamente
se obtiene la mejor funcion celular bajo condiciones denominadas de

presién parcial optima de 02 por Gilbert en 1981 (14),

Estudios recientes con cultivo de células, apoyan la nocién de pue
la hipoxia puede actuar de una manera primaria, independientemente
de sus efectos sohre el metabolismo energético para alterar la
diferenciacién celular LLC-PKI, utilizando como mediador protein

kinasa € (39).

Dentro de las alteraciones observadas a nivel de metabolismo
enpergético en mitocondrias se ha observado que la administracién de
hormona tiroidea esta asociado con un flujo mayor de electrones a
nivel microsomal, mitocondrial y en los sistemas de transporte
peroxisomal, lo cual esta acorde con lo observadoe en
hipertiroidismo donde se induce un incremento de la activacién de
los PHMNs tanto en ratas como en humanos (40). El acumulo y
activacién de PMNs incrementa el metabolismo de prostaglandinas, y
la hipoxia tisular favorece concentraciones altas de RL y otros
metab6litos en el chogue séptico. En sincronia se observa también,
niveles altos de 6xide nitrico. A& los RL se les atribuye el daho

tisular irreversible que conduce a la falla orgdnica mdltiple
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durante la sepsis, sin embargo, en relacién al tratamiento con los
barredores de RLs existen interrogantes bdsicas que no se han
podido resolver completamente, como ejemplos tenemos: (Qué
inhibidor dar?, (Cuanto? y (Cuando?, para mejorar ol pronéstico de
la scpsis y del chogue séptico (41) y que estdn en relacién a la

activacién de los macréfagos y la produccién de RL.

En el ensayo fagocitico tradicional el plasma de los pacientes
presenté inhibicién importante para el crecimiento de E coli
probablemente por la presencia de antimierobianos eirculantes,
anticuerpos inespecificos y especificos. El plasma descomplementado
mediante calor mostré una gran variabilidad de respuesta atribuido
a la carencia de complemento y a la presencia de substancias
termoldbiles que puede incluir, antimicrobianos circulantes en los
pacientes problema, El plasma normal adicionado de PMNs mostrd una
inhibicién importante y consistente, y poco variable para el
crecimiento de E coli. En el ensayo fagocitico tradicional con
plasma heterélogo " O " Rh positivo se observé efecto opsonizante
adecuado a diluciones entre 1:4 y 1:7. Asi mismo, el efecto
inhibitorio para el crecimiento de E. coli fue inconsistente y se
atribuyé a la presencia de anticuerpos inespecificos y no a
antimicrobianos circulantes. En el ensayo fagocitico tradicional
con plasma AB Rh negativo se observd buen efecto opsonizante a la
dilucién entre 1:4 y 1:6, motivo por el cual se decididé utilizar
este tipo de plasma en el procedimiento estandarizado y como prueba

de referencia de opsonizacién. Asi mismo, mejoré la capacidad
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fagocitica en el grupo problema en relacién al grupo control y al

efecto del plasma AB Rh negativo donante.

Golberg y cols, evaluaron el efecto de ia tensiéon de 02 sobre la
capacidad destructiva de E. coli P4 por PMNs. Con tensibén de 02
normal y un ambiente micro-aerofflico, el nimero de bacterias
decliné durante la primera hora después de la adicién de PMNs. La
tensibébn de 02 decliné rapido con los PMNs, lo cual es sugestivo de
que la fagocitosis es un proceso aerébico en general. Cuando todo
el 02 fue depletado, disminuyé 1la capacidad fagocitica y se

increment6 el nuimero de bacterias (42).

Los macréfagos peritoneales inducidos con 02 al 1.0 mostraron menor
capacidad para oxireducir el NBT que los inducidos al ¢.21 de 02.
Existen modelos establecidos de estrés oxidativo pulmonar con
envenenamiento con paraquato o exposicién hiperb&rica de 02 gue
muestran incremento en quemiluminicencia después de la migracién de
PHNs hacia el pulmén. Posterior a ello decrece la sobrevida de los

animales de experimentacién (43).

Los macrdfagdos peritoneales inducidos en 02 al 0.21 y cultivados al
1.0 y 0.12 de 02 mostraron menor capacidad para oxireducir el NBT
que los cultivados a 0.21. Lo cual sugiere influencia de 1la
concentracién baja de 02 en la capacidad de oxireduccitn del NBT.
En otros trabajos, también se ha observado fendmenos semejantes.

Knowles y cols. (1995) exploraron el efecto de la hipoxemia sobre
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la fagocitosis de PMNs. Estos autores concluyeron que hajo
condiciones bajas de 02 se incrementa el estimulo de IL-8 a los
PMNs durante la faqocitosis a través de la expresién de CD32w y
CD35. Bajo condiciones normales de Q2 IL~8 disminuye los niveles de
RNA mensajero tanto para CDJ2w como CDI5. La hipoxemia regula
directamente el control de IL-8 de PMNs incrementado la
fagocitosis, la expresi6n de receptores y el RNA mensajero (44).
También se ha involucrado a las citoquinas como reguladoras de la

funcién de PMNs (45).

Se ha observado que posterjor al inicio del efecto inhibitorio, la
o6xido nitrico sintetasa provee una sefial activadora que incrementa
el metabolismo de la L-arginina, actividad de arginasa, contenido
protéico en la éxido nitrico sintetasa y favorece la liberacién de

TNF-alpha e IL-6 (46).

Los macréfagos peritoneales inducidos al 1,0 y cultivados al 0.2}
de 02 recuperaron su capacidad de oxireduccién para el NBT.

Los macréfagos peritoneales inducidos en 02 al 1.0 y cultivados al
0.12 y 1.0 mostraron menor capacidad de oxireduccién para el NBT.
Simms (1994) evalué la fagocitosis en PMNs después de perfodos de
hipoxemia o hipoxia~ reoxtgenacién con lo cual describié que bajo
condiciones de hipoxia, se presenta un incremento en el porcentaje
de PMNs activados. Este fendémeno requiere de movilizacidn de Caz2+
intracelular por un aumento significativo de CD16, CD32w y CD35; La

reoxigenacién disminuydé los PMNs activados y la expresién de CD32w
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vy CD16 concluyendo que la hipoxemia y la hipoxia-reoxigenacién
reclutan  y suprimen distintas poblaciones de PMNs para la
fagocitosis (47). Se ha observado en animales de experimentacién,
dafio pulmonar secundario a 02 por incremento de RNA mensajero de
fibronectina que estimula ftibroproliferacién como respuesta y
consecutivamente fibrosis en el parénquima pulmonar (48), todo ello

mediado por RL.

Los pacientes con peritonitis con Pa02 menor de 45 mmHg presentaron
mayor cantidad de PMNs que el grupo control. D’Angio y cols en
1995, mostraron que enh el dafio pulmonar con 02 en conejos, se
incrementdé el nuimero de PMNs y macrofagos, y asi mismo, el RNAm
para IL-8 y la protefna-1 quimioatractante de los macréfagos,
Enfatiza la importancia de las células efectoras en la respuesta

pulmonar a la exposicién de 02 (49).

Los PMNs de los pacientes problema mostraron mayor contenide de
proteinas que el grupo control. Lo que sugiere que la disminucién
de la actividad de la MPO no es por blogueo en la sintesis de
proteinas, sino un probable efecto en la capacidad de oxireduccién

de NBT, y de actividad de MPO,

Estudios con resonancia paramagnética de electrones y su relacién
con la generacién de RLs por PMNs activados sugieren estabilizacién
de f~actina y la ruptura de microtubulos, 1o cual atenda la

activacién oxidativa en PMNs, mientras que la ruptura de f-actina
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y la estahilizacién de microtubulos incrementa la produccién de RL,
ambos hechos sugieren que el esqueleto microtubular principal tiene
una contribucién especifica a la actividad oxidativa de los PMNs
(50). Consideramos que seria interesante evaluar el citoesqueleto

de los PMNs bajo condiciones diferentes de 02.

La actividad enzimitica de MPO en PMNs fue menor en los pacientes
con peritonitis (que se encontraban respirando 02 a una fraccién
inspirada iqual o mayor de ¢.60) que en el grupo control. Shekarriz
y cols han utilizado la positividad a la tincion de MPO (prueba de
Endts) como un indicador de formacién excesiva de RL derivados del
02, y la determinacién baja de la misma en el grupo problema, en
comparacién con el grupo control, pudiera ser interpretadov como una
escasa produccién de los mismos como consecuencia de hipoxemia y no
de dafo téxico por 02, ya que la muestra de sangre tomada fue
periférica y en este sitio la concentracién de 02 fue menor de 45

mmhg., (51).

27



Conclusionen

La capacidad para oxireducir el NBT se observo disminuida en forma
significativa en macroéfagos peritoneales inducidos con aceite
mineral en animales que se encontraban respirando 02 al 1.0 en
relacién a los que fueron inducidos en animales respirando aire

ambiente.

La capacidad para oxireducir el NBT se observé disminuida en forma
significativa en macréfagos peritoneales inducidos con aceite
mineral en animales que se encontraban respirando 02 al 0.21y 1.0
y posteriormente fueron cultivados en ambiente de 02 al 1.0 y al
0.10 en relacién a los cultivados en ambiente de 02 al normal

(0.21).

Previa evaluacién de la opsonizacién se observd disminucién de la
capacidad para destruir bacterias en PMNs de sangre periférica de
pacientes con peritonitis que presentaban Pa02 menor de 45 mmHg y
que por este motivo se encontraban inspirando fracciones de 02,
igual, o mayores al 60%. No es posible discriminar si este fenémeno
se debe a la hipoxemia arterial o consecuencia de la peritonitis.
En este mismo grupo se observé disminucién de la actividad de MPO
los mismos PMNs de sangre periférica en comparacién con el grupo
control y se constatdo que este defecto no fuera secundario a una
deficiente produccién de proteinas componente estructural bisico de

la enzima.
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Los resultados son sugestivos de que la condicién de hiperoxia es
capaz de producir efecto toxico sobre macrofagos y disminuir su
capacidad de oxireducir el NBT y la capacidad de destruccion de
bacterias, Esta alteracion es funcional porque revierte al regresar

a condiciones normales de 02.
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ABSORBANCIA

OXIREDUCCICN DE NITROAZUL DE TETRAZOLIO POR MACROFAGOS
PERITONEALES DE RATA RESPIRANDO DOS DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE OXIGENO
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Fig. 3 Valores de absorbancia obtenidos en 1a prueba de cxireduccitn per el nitroazui ds tetrazelic
en macréfagos peritoneales de ratdn inducidos con 20 mi. de aceite mineral intrapertoneai y
respirando dos concentracionas diferentes de gxigeno, A al 6.2t yE al 1.0
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OXIREDUCCION DE NITROAZUL DE TETRAZOLIO POR MACROFAGOS
PERITONEALES DE RATA INDUCIDOS A AIRE AMBIENTE Y CULTIVADOS
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE OXIGENO
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Fig. 4 Vaicres X * EE de absorbancia cbtenidos en la prueba de oxireduccién por el nitroazul de tetrazolio en
macréfagos peritoneales inducidos en raténes respirando oxigeno al medio ambiente y posteriomnentsa cultivages
a tres concentracionies de oxigeno. A ¥ macrofagos peritoneales inducidos con aceite mineral respirando ai 0.21:
g, C y D macréfagos obtenidos de 1a muestra A y pasteriormente cultivados en concentraciones de oxigenc de
0.21, 1.0 y 0.10 respectivamente
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Fig.
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5 Valores de absorbancia obtenides en 12 prueba de oxireduccin por el nitroazul de tetrazolio en macréfages
peritoneales inducidos en ratén respiranco oxigeno al 1.0 v posteriormente cuitivados a tres concentraciones
de oxigeno. E = macréfagos peritoneales inducides con aceite mineral respirando al 1.0; F, G y H macréfages
obtenidos de {a muestra E y posteriormente cultivados en concentraciones de oxigeno de 8.21. 1.0y 5.1
respectivamente
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cultivados 2 tres concentraciones de oxigeno B al 0.21 , C al 1.0 ; D a1 0.16 ; comparados con
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tres canceniraciones de oxigens F 8! 0.21 ; G al 1.0 ; H 51 .10
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ACTIVIDAD DE MPO/100 ugr. PROTEINAS U.E.
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Fig. 8 Actividad enzimatica de MPO por método enzimatico en 20 pacientes ©on peritonitis y con
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ANEXQ 1

Induccién de Macrdéfagos peritoneales

a)

1.

determinacién de la cantidad ideal de aceite mineral inyectado

intraperitonealmente para obtener una cosecha suficiente de

macréfagos y del tiempo de migracioén.

Se aplic6é a qrupos de 5 ratas intraperitonealmente
cantidades diferentes de aceite mineral " ILugol " 3 ml , 5 ml
10 ml, 15 ml y 20 ml

Se permitié por 48 y 72 hrs. la migracién de los macréfagos
hacia el peritoneo respirando una concentracién normal de
oxigeno ( 0.21 )

Se sacrificaron los animales por medio de dislocacién brusca
del cuello

Se abrié piel y misculo a través de diseccién

Por medio de puncién gentil se extrajo el exudado peritoneal
Se realizé cuenta de macréfagos

Se elaboré una curva que relacioné cantidad inyectada de
aceite mineral con cantidad de macréfagos presentes en
peritones, relacionado a su vez con el tiempo de incubacién
A todos los animales que ingresaron a la fase experimental A
se les aplicd 20 ml. de aceite mineral intraperitoneal para
inducir la presencia de macréfagos en exudado peritoneal y el
tiempo de incubacién fue de 72 hrs.

Ratas que presentaron infeccién peritoneal fueron descartadas



ANEXO 2

Cultivo de macréfagos peritoneales

Se esterilizd material de vidrio a utilizar,previo lavado con

detergente, a 160¢ C por 60 mihutos previc uso de &cido
nitrico al 2% por 48 hrs y lavado conh agua destilada

Se utilizé medio 199 con suplemento de lactoalbumina para su
cultivo

Se sacrificaron las ratas de 8 a 12 semanas de vida mediante
dislocacidn brusca del cuello

Mediante técnica estéril y previa diseccién de piel y
misculos, se realizé puncién directa para extraccién de
exudado peritoneal previa inyeccién de 5 ml. de medio 199 y
conteniendo 5 Us de heparina/ ml en la cavidad peritoneal,
en la linea media del abdomen

El exudado peritoneal se obtuvo mediante aspiracién lenta y
cuidadosa para evitar dafo a las células y obstruccidn con la
grasa peritoneal

El liquido aspirado fue transferido a un tubo de ensayo
estéril

Se tomé una muestra con una pipeta Pasteur y se realizé
conteo de células dentro de las cuales 60 a 90 % eran
macréfaqgos

Se adiciondé de medio suplementario para lograr una

concentracién del 10%



9.

10.

11,

12,

13.

14,

En tubos para cultivo con medio 199 se colocaron % x 10
células con técnica estéril y bajo campana de flujo laminar
Se mezclaron gentilmente las células y fueron puestas a
incubar en estufa para cultivos a 37 grados C por 72 hrs
Cada 24 hrs. fueron revisados los tubos de cultivo siendo
desechados los que presentaron contaminacién

A las 72 hrs. se realizé cosecha de células

Se valoré viabilidad y se realizé conteo

Se tomé muestra para realizar reaccién de oxireduccién del

Nitroazul de tetrazolio
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ANEXO 3

Ensayo Microbicida

a)

Preparacidn de la bacteria,

De una cepa bacteriana pura de Escherichia coli invasiva 9001
(serotipo 01.K1:H7), se tomdé una asada que fue sembrada en

15 ml de caldo de soya,tripticaseina e incubada a 37¢ C por
24 hrs,

Se prepard medio glicerol-caldo soya tripticaseina en
proporcidén 5/ 50 ml. Se tomé una proporcién de este medio

en un tubo de rosca estéril y se efectud prueba de
esterilidad, incubandolo a 379 C por 24 hrs.

El sembrado, al medio glicerol~-caldo soya tripticaseina, se
repartié en tubos Eppendorf de 1 ml, que se rotularon y se

congelaron a -70 grados C hasta su uso,



ANEXO ¢

) Ajuste de bacteria

Fue depositado el contenide del vial en 2 ml. de caldo de
soya tripticaseina en un tubo de rosca estéril, y se incub6
a 372 C por 24 hrs.

Del tubo anterior se depositd una alicuota en caldo soya
tripticaseina y se ajusté a una Densidad optica (D.0.) de 0.1
a 620 nm de longitud de onda.

Se realizé dilucién 1:5 del ajuste anterior con caldo de

soya tripticaseina y se mantuvo en refrigeracién hasta su uso

en la preparacién de los tubos mezcla de la reaccién.
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c)

1.

10.

ANEXO 5

Obtencién de leucocitoes

Se obtuvieron 15 ml, de sangre venosa con una jeringa de 20
ml, conteniendo 5 ml. de dextrdan al 6% cn solucién de
Alsever a cada sujeto problema y control

se mezcld perfectamente

S5e colocd una porcién de 0.5 ml en un tubo de ensayo que se

empled para la cuenta de leucocitos totales

La jeringa con sangre fue encubada en posicién vertical
durante 30 minutos a 372 C

Se separd el plasma rico en leucocitos y se recibid en un
tubo de rosca estéril

Se centrifugé a 500 x g durante 10 minutos a 4° C y se
descartd el sobrenadante

Se resuspendié el botdén celular en 1 ml de solucién de
Alsever usando una pipeta Pasteur y se llevé a 15 ml. con
esta solucidn

Se centrifugd a 500 x g durante 10 minutos a 492 C y se
descarté el sobrenadante, se resuspendié en 1 ml. de Alsever
y se llevé a 15 ml con esta misma solucidn

Se centrifugéd a 500 x g durante 10 minutos a 42 C y se
descartd el sobrenadante

Se resuspendié el botdn celular en 1 ml de agua bidestilada
estéril con una pipeta Pasteur se homogeneizd durante 45
segundos. Se aford hasta 15 ml con un Medio Minimo Esencial

(MEM) y se volvidé a homogeneizar



11,

12,

13,

14,

15,

16,

17.

18.

Se centrifugd a 500 x g durante 10 minutos a 48 C y se

descartd el sobrenadante

Cuando guedaban eritrocitos en el botén celular se repetian
los pasos 10 y 11

Se resuspendid el sedimento celular en 1 ml de MEM y se
homogeneizé con una pipeta Pasteur, aforando hasta 15 ml con
MEM

Se centrifugd a 500 x g durante 10 nminutos a 49 C y se

descarté el sobrenadante

Se resuspendid el botén celular en 2 ml de solucidn salina
estéril y se determind el nimero de leucocitos totales en
suspension, se empled una pipeta de Thoma para cuenta de
glébulos blancos, se usé azul de tripano como diluyente
(1:20) y se contdéd en la cémara de Neubauer

Se aford la suspensién anterior hasta 1% ml. con el MEM, se
homogeneizb y se centrifugé a 500 x g durante 10 minutos a
4% C, se descarté el sobrenadante

Se resuspendié el sedimento celular en 2 ml. de MEM

Se efectuaron los célculos para tomar el volumen de
suspensién celular que corresponden a 2 X 10 a la 6 células

en 2 ml.



e)

ANEXO ¢

Preparacién de tubos mezcla de reacciodn.

Se prepard una serie de tubos 13 X 100 mm estériles por

duplicado que contenian lo siquiente:

TUBOS CONTENIDO

1y?2 control

3y 4 suero inactivado ( 0.2 ml )

5 Y 6 suero ( 0.2 ml )

7y8 suero inactivado ( 0.2 ml )+ 2 X 10 ceélulas
9y 10 suero ( 0.2 ml )+ 2 X 10 células
11y 12 2 X 10 célﬁlas

Se afadié a cada tubo de mezcla de reaccidn 0.050 ml de
bacteria ya ajustada y diludida y se aford a un volumen de 2

ml con MEM

Se incubé a 37° ¢ por 70 minutos

Se efectuaron cuatro diluciones 1 : 11 de cada tubo mezcla de
reaccidén con agua bidestilada estéril

De la ultima dilucién se vertié 0.2 ml en un tubo de agar
soya tripticaseina, previamente fundido y posteriormente
mantenido a 37¢ C. Se realizd esta operacidn por triplicado

para cada tubo mezcla de reaccidn



6.

Se vacidé la mezcla anterior en cajas de Petri estériles y se
incubd a 37¢ C por 24 hrs.

Se efectud la cuenta de Unidades Formadoras de Colonias de
Escherichia coli invasiva, y se evalué el efecto inhibidor de
crecimiento bacteriostdtico y/ ¢ bactericida

Cada serie de tubos se realizé para muestras de pacientes

y de controles normales por triplicado
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ANEXO 7

Determinacidén Enzimatica

a) Obtencidén de polimorfonucleares

Las células restantes del ensayo microbicida se trataron con
solucién de Ficoll-Hypague de densidad 1.077 g/ml

Se centrifugdé a 500 x g por 30 minutos a 49 ¢

Se elimindé la banda de mononucleares con una pipeta Pasteur y
se lavaron los polimorfonucleares en dos ocasiones con
solucidén salina 0,85%

Se centrifugd a 500 x g durante 10 minutos a 49 C, Se
resuspendié el botén celular del Gltimo lavado en 2 m) de
solucién salina 0.85%

Se realizé la cuenta viable con la pipeta de Thoma para
glébulos blancos y se uso azul tripano como diluyente

(1:20) . Se contd en la cémara de Neubauer

Se depositd el volumen correspondiente de la suspensién en
tubos de ensaye 13 X 100 mmde 1 X 10 polimorfonucleares
(PMNs) para la determinacién de proteinas, asi como 0.1 X 10
PMNs para el ensayo de ortodianisidina. Todo esto se hizo por

duplicado
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Se realizé frecuentemente frotis de las suspensiones
celulares, que se tifleron por el método de May-Griinwald para
hacer la cuenta de PMNs. Se verificéd que los PMNs se
presentaran en mds del 85% en relacién a los wononucieares
Se almacenaron las preparaciones celulares a -200¢ C para
hacer posteriormente la determinacioén de proteinas y la

actividad enzimatica .
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ANEXO 8

Determinacién de proteinas por el nétodo de Lowry

Sa realizé la curva de calibracién de proteinas de la
siguiente manera: se preparé un patron de ovoalbimina a una
concentracién de 1 mg/ml en solucién salina 0.85%. Se
emplearon diferentes alicuotas por triplicado (0.02, 0.04,
0.08, 0.10, 0.16, 0.20, y 0.25 ml) en tubos 13 x 100 mm

Se descongelaron los tubos almacenados con 1 X 10 PMis y se
ajusté el volumen de cada tubo a 1 ml con solucién salina
0.85%

Se agregé a cada tubo 3 ml de una solucién que contenia 1 ml
de tartrato de sodio y potasio al 2 ¢, 1 ml de sulfato de
cobre pentahidratade al 1 %, carbonato de sodio al 2% en 100
ml de hidroxido de sodio al 0.1 N

En dos tubos de 13 x 100 mm se colocaron los reactivos
anteriores y se trabajdé simultaneamente como blanco de
reactivos

Se agitd y se dejé reposar 10 minutos a temperatura ambiente
Se agregd el reactivo de Folin-Ciocalteu (0.1 nl) y se leyé
contra el blanco a una longitud de onda de 600 nm después de

incubar 10 nminutos a temperatura ambiente



Con los datos obtenidos de las diferentes alicuotas, fue
construida la curva tipo colocando en las abhscisas la
concentracion de proteina en microg/ml de la solucibn patrdn
de ovoalbdmina y en las ordenadas los valores de la lensidad
éptica (D.O.)

En cuanto a las muestras problema, cada serie de
determinaciones se hizo en correlacién con las alicuotas de

0,08 y 0.10 ml de solucién patrén.
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(S0

ANEXO 9

Determinacién de la actividad enzimdtica de la

mieloperoxidasa por el método de la ortodianisidina

Se descongelaron los tubos almacenados que contenian 0.1 X
10 PMNs de cada muestra

Se llevaron a ur volumen final de 2.5 ml con amortiquador de
fosfatos 0.1 M pH 7.0

Se agregd a cada tubo 0.1 ml de bromuro de acetil trimetil
amonio (CTAB) al 0,6%, 0.05 ml de solucibén de
ortodianisidina 0.02 H y 0.1 ml de per6xido de hidrégeno al
0.03 m

En dos tubos 13 x 100 mm se colocaron todos los reactivos
anteriores, excepto la muestra (blanco de reactivos) que

se trabajaron simultdneamente., Se incubdé a 379 € durante 20
minutos

Se agregd a cada tubo 0.5 ml de 4cido tricloroacético al 40%
Se agitd vigorosamente y se centrifugd a 1400 X g durante 30
minutos y con una pipeta Pasteur se descarté el sobrenadante
Se agregaron 3 ml de didxano y se agité

Se centrifugbd a 1 400 x g por 15 minutos
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El sobrenadante se leyd con respecto al blanco a una longitud
de onda de 460 nm; la cuantificacién de mieloperoxidasa se
calculd de acuerdo a la proteina existente en las células.
Como para el método de Lowry se colocaron 1 X 10 PMNs se
realizé el cdlculo para 0.1 X 10 PMNs. El resultado

obtenido se relaciond con la D,0. de cada muestra en la
determinacién de mieloperoxidasa para conocer las Unidades

Especificas de actividad enzimdtica.
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ANEXO 10

Cuenta de leucocitos totales

1.

Se tomé el tubo de ensayo con 0.% mnl. de sangre venosa y se
llend con sangre una pipeta de Thoma para gléhulas blancos
hasta la marca de 0.5

Se limpié la sangre adherida en el exterior de la pipeta con
una gasa s
Se completd hasta la marca de 1.01 con liquido de Turk

Se homogeneizd y se agitd vigorosamente 2 minutos

Se colocd el cubrehematimetro sobre la cdmara de Neubauer por
uno de sus bordes y se depositéd la muestra

Se dejd reposar de 2 a 4 minutos

Se observé al microscopio y se contaron los leucocitos en los

4 cuadrantes de las esquinas de la cémara
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ANEXO 11

Cuenta Diferencial de Leucocitos

1, Se realizé un frotis de sangre periférica en un portaobjetos
limpio y desengrasado

2. El frotis se secd al aire y se fijo durante 3 minutos en
metanol

3. Se tifé con el colorante May-Grinwald durante 5 minutos

4. Se lavé con agua de la llave

5 Se tifié con el colorante de Giemsa durante 15 ninutos

6, Se lavdo con agua de la llave

7. Se secd al aire en posicién vertical

8. Por dltimo se observé y fueron contadas las células al

microscopio empleando el objetivo de inmersiodn
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