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RESUMEN:

TITULO: Evaluacion Parcial de la Fagocitosis de Polimorfonucleares Sanguineos con Técnica de Nitroazul
de Tetrazolio en placa, en Médicos Anestesiologos Adscritos al Hospital de Especialidades Centro Médico
Nacional “la Raza”

OBJETIVO: Determinar si el estallido respiratorio fagocitario se encuentra alterado en los médicos
anestesidlogos adscritos del H.E.CM.N.R.

MATERIAL Y METODOSSe trata de un estudio observacional, prospectivo, transversal, comparativo. Se
estudio un grupo de 60 pacientes: 30 médicos anestesidlogos y 30 personas sanas sin exposicion a
agentes anestésicos.

Los pacientes fueron citados en el laboratorio de Alergia e Imnunologia.Extraccién con jeringa de 5
de sangre vencsa.Fijacion en portaobjetos con parafina, adicion de suero humano y de reactivo nitroazul
de tetrazolio.

Lectura bajo microscopio por parte del personal de dicho departamento.

Se utilizo medidas de tendencia central y dispersion utilizando el test De xi cuadrada y el programa
SPSS para windows, con p <0.05 con significancia estadistica.

RESULTADOS: Se dividio en dos grupos para evaluar la fase de estallido respiratorio fagocitario con
prueba de nitroazul de tetrazolio en placaGrupo | 30 anestesidlogos adscritos al Hopital de
Especialidades Centro Médico Nacional “La Raza”.Grupo Il o de control, personas sanas no expuestas
previamente a agentes anestésicos. Se encontrd un porcentaje de actividad fagocitaria de 40 % para el
Grupo | y de 53.73% para el Grupo Il con p de .148

Condusiones: La evaluacion de la fase de estallido respiratorio entre el grupo de anestesiologos y el de
control no tuvo diferencia estadistica significativa.P .148

El resultado del grupo de anestesiologos mostrd tendencias hacia el limite normal bajo lo que da
pauta a estudios posteriores sobre la posible causa y sus implicaciones dinicas.

PALABRAS CLAVE: Fagocitosis, polimorfonucleares, Nitroazul de tetrazolio,anestesiologos.



SUMMARY

TITLE:PARTIAL EVALUATION OF THE PHAGOCYTOSIS OF BLOOD POLYMORPHONUCLEARS WITH NITROBLUE
OF TETRAZOLIUM TECHIQUE OF ANESTHESIOLOGIST FROM H.E.CM.N.R.

OBJETIVE:TO DETERMINATE IF RESPIRATORY BURST IS ALTERED IN THE ANESTHESIOLOGIST FROM
HECMNR

MATERIAL AND METHODS:Observational, prospective, comparative, transversal study. We studied a group of
60 patients: 30 anesthesiologist and 30 healthy volunteers without exposition to inhalated agents.
Patients were cited at inmunology —allergy laboratory . 5 cc of a sample of venous blood. Preparation
of laminille. Lecture under microscope. It was use measures of control tendency an disperssion with Chi
squared and the program SPSS Windows with a p < 0.05 with stadistical significance.

RESULTS: It was divided in two groups to evaluate tha phase of respiratory burst phagocitariam with
the technique of Nitroazul of Tetrazolium.

Group | 30 Anesthesiologist of HECMR. Group II, control healthy volunteers without exposition

to inhalated agents. It was founded a percentage of phagocitarian activity of 40% for group | and
53.13% for group Il with a value of p 0.148

CONCLUSIONS: The evaluation of the respiratory burst between anesthesiologists and control group
doesn’t have a stadistical difference significative p 0.148.
The anesthesiologists group showed a tendency to ward the normal low value, and it gieve us the
need of further studies about origin and dlinical implications.

Key words: phagocytosis, pholimorphonuclear, nitroblue of tetrazolium, anesthesiologist.



INTRODUCCION

Desde la década de los 70's se han realizado estudios acerca de las alteraciones sistémicas que sufren
los anestesiologos a raiz de la exposicion a agentes anestésicos, principalmente los agentes volatiles, sin
embargo hoy en dia estos estudios han tomado importancia a nivel inmunologico ya que se han
descubierto alteraciones principalmente en las células polimorfonucleares ( PMN ). Este estudio fué
encaminado a indagar sobre si la exposicion a agentes anestésicos afecta el proceso fagocitario de los
PMN en una de las etapas mas importantes de la fagocitosis como lo es la de respiracion o estallido
respiratorio.(1 1)

Para evaluar una de las etapas del proceso fagocitario, es necesario conocer cudles son las células
encargadas de este y cudles son las entidades enque se ve alterado.

En la actualidad el sistema reticuloendotelial (RES) se considera un conjunto de células con diferente
origen y morfologia a las que une una propiedad en comin:la fagocitosis. Existen dos subdivisiones
principales dentro de él: el sistema fagocitico mononudear y los fagocitos granulocitos. Las células
mononucleares son las mas activas.(2)

Sistema Fagocitico Mononuclear.-Consta de los monocitos sanguineos y de los macréfagos libres y fijos.
Fagocitos Granulocitos:

--Neutrofilos:

Representan 60-65% de los 5000 a 10 000 leucocitos circulantes presentes por mililitro de sangre,
miden de 11 a 14 micrometros de didmetro mas o menos el doble de los eritrocitos.(I)(2)

~-Fosindfilos.

También conocidos como leucocitos aciddfilos, tienen mucha afinidad por la eosina. Representan el 3 %
de los leucocitos circulantes lo que significa de 70 a 450 por mililitro. Miden de 10 a 15 micrémetros
de didmetro. Los granulos de edsinofilos  contienen muchas enzimas inclusive fosfatasa dcida,
peroxidasas, histamina, aminopeptidasa, ribonucleasa, desoxirribonucleasa y proteinazas.

Eosindlilos.

También conocidos como leucocitos acidofilos, tienen mucha afinidad por la eosina. Representan el 3 %
de los leucocitos circulantes lo que significa de 70 a 450 por mililitro. Miden de 10 a 15 micrometros
de diametro. Los granulos de edsinofilos  contienen muchas enzimas indlusive fosfatasa dcida,
peroxidasas, histamina, aminopeptidasa, ribonucleasa, desoxirribonucleasa y proteinasas.

Poseen poca movilidad ameboidea y son fagociticos aunque menos activos que los neutrdfilos. La
desgranulacion y el metabolismo oxidativo estin asociados con la fagocitosis aunque dichos fendmenos
son menos citocidas que en los neutrdfilos.(9)



--Basofilos.

Miden de 14 a 18 micrometros de diametro, reciben ese nombre por que sus granulos son afines a los
colorantes basicos. Constituyen el | % de los leucocitos circulantes, 40 a 50 de ellos por mililitro de
sangre.

FAGOCITOSIS:

Descubierta por Metchnikoff en 1882 por la observacion en larvas de estrella de mar las cuales
contenian células muy moviles que englobaban a las particulas de carmin lo que hizo sospechar de
inmediato que también devoraban y digerian otros tipos de particulas como los microbios.(l)

Metchnikoff llevo sus estudios a animales superiores y descubrio que la fagocitosis es un mecanismo
natural eficaz de defensa de los organismos.

Proceso fagocitico.- La ingestion y digestion de células vivas por los fagocitos ocurre en varias fases
independientes: quimiotaxia o atraccion, fijacion u opzonizacion, englobamiento muerte intracelular y
digestién.(1)

Quimiotaxia. E| primer aspecto de la fagocitosis es el mecanismo de contacto entre la célula fagocitica
y la victima (célula o particula ), se piensa que las bacterias y los tejidos lesionados liberan
quimioatrayentes para los fagocitos, estas sustancias se llaman quimiotaxinas o leucotaxinas.

Fjacion y opsonizacion. No siempre basta con el contacto entre la célula fagocitica y su victima para
el englobamiento de esta dltima; algunas probables presas escapan. La fagocitosis es un fendmeno
superficial que se dificulta en el medio liquido.

Englobamiento. Al parecer el citoplasma del fagocito fluye por completo en torno a la célula englobada y
se fusiona consigomismo en el otro lado, la victima queda dentro de esta vesicula fagocitica o fagosoma,
el cual estd rodeado por una cubierta de membrana celular volteada al revés. El fagosoma se desplaza
hacia el centro donde odurre el contacto con los granulos lisosomicos del citoplasma.

Muerte intracelular:

FASE DE ESTALLIDO RESPIRATORIO

Es en la etapa de muerte intracelular, a través de las reacciones dependientes de oxigeno, donde se
presenta el llamado ESTALLIDO RESPIRATORIO que no es otra cosa, mds que la produccion de agentes
oxidantes con poder citocida como se explica a continuacién:

Reacciones dependientes de oxigeno.-El fagocito en reposo utiliza la glucdlisis anaerobia como principal
fuente de energia; Durante la fagoditosis y después de ella la célula comienza a consumir oxigeno y
aumenta hasta 1000 veces la velocidad en el consumo. Asociada con esta via estd la enzima
nicotinamida-adenindinucledtido oxidasa NADPH, esta enzima puede estar fisicamente asociada con
receptores de quimioatrayentes, complejos inmunes, lecitinas y adyuvantes que estimulan la via oxidativa
del metabolismo de oxigeno enlos fagocitos. La NADPH reduce el oxigeno normal 02 a superdxido 02



que es poco toxico en si aunque se convierte facilmente en reactivos mas mortales. La enzima
superoxido dismutasa ataca al radical del superoxido y por incorporacion de hidrogeniones forma
peraxido de hidrogeno H202 y oxigeno libre 102.(8)

Cuando el oxigeno singlete retorna a su estado normal hay emision de luz. Esta quimioluminiscencia se
detecta mediante el uso de cintilometrosdurante la fagocitosis.

Djgestion intracelular-Los antigenos no viables del interior de los fagocitos se digieren con facilidad
dentro de los fagosomas. Los viables se digieren después de su muerte por exposicion a fromas toxicas
de oxigeno y a las vias independientes de este.Los lisosomas contienen una variedad de enzimas
hidroliticas que digieren el contenido fagolisosomico hasta reducirloa particulas irreconocibles. (1)

Las explicaciones dadas a el efecto deletéreo sobre la actividad microbicida de los PMN en el
personal expuesto a gases anestésicos son diversas siendo una de las mas importantes la inhibicion en la
respuesta a la quimioluminisencia de PMN humanos después de la exposicion al halotano, enfluorano e
isofluorano teniendo en cuenta que la luminiscencia esta intimamente ligada a la via oxidativa
microbicida de los PMN. Al parecer el efecto del halogenado sobre la actividad microbicida de PMN
inmiscuye la inhibicion de elementos oxidativos que se liberan durante el proceso fagocitario.

Ademas de las alteraciones en la fagocitosis por la exposicion prolongada a gases anestésicos
existen entidades que también alteran dicho proceso como:

~-Diabetes Mellitus

~-Intoxicacion aguda alcohdlica

—Enfermedad Granulomatosa

~-Qimio y radioterapia

~Terapia esteroidea y con cloroquina

-ETC.(10)

Existen diversas pruebas para evaluar el proceso fagocitario como la medicion de luminiscencia a través
de cntilémetro sin embargo es una prueba sofisticada y que resulta de alto costo econdmico ademds de
no contar con los insumos necesarios en este hospital.

La prueba de REDUCCION DEL NITROAZUL DE TETRAZOLIO (NBT) en placa  nos permite valorar la fase
respiratoria o de estallido. La cadena respiratorio de los PMN es una via altamente especializada . Los
tltimos productos de esta via son: Superdxido, perdxido de nitrdgeno y dacido hipocloroso. La enzima
responsable del inicio de esta via metabolica es la NADPH oxidasa, la cual se encuentra inactiva en la
membrana del neutrdfilo y es activada segundos o minutos después que se inicvia la fagocitosis.

La deteccion de anormalidades en esta fase se puede realizar con la prueba de reduccion de NBT . El
NBT es de color amarillo pdlido y durante la fagocitosis es reducido y precipitado en el citoplasma
como granulos de formazan de color azul.

la técnica se puede realizar en portaobjetos como prueba de escrutinio y en caso de obtener un
resultado alterado, confirmar con la técnica en tubo.

Resultados esperados en la prueba de NBT (NITROAZUL DE TETRAZOLIO EN PLACA)



Valor normal

> 20% de reduccion

Ptes con enfermedad
granulomatosa crénica

0 %

Algunos pacientes con
enfermedad granulomatosa
cronina

<5 % yconuna
reduccion ténue

Madres portadoras

8-15 %

Leucocitos muy

actimiiladne

> 50 %
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RESULTADOS

Previa aceptacion por El Comité de Etica e Investigacion del Hospital de Especialidades del CM.N. “la
Raza” y obtencion de carta de Consentimiento Informado por escrito de los pacientes se estudiaron en
el laboratorio de alergia e inmunologia 60 pacientes: 30 anestesidlogos adscritos a este hospital ( 50 %
) Grupo | y 30 personas sanas sin exposicion previa a agentes anestésicos ( 50 % ) Grupo II.

La distribucion de edad fue de 53.73 afios para el grupo | + 8.4 afos y para el grupo Il 42.73 afios
+ 1.02 afios con valor de p .I56. n.s. meu 1 v Grarica 2

La distribucion por sexo fué de Grupo | 12 mujeres ( 40 % ) 18 hombres ( 60% ), Grupo Il 15
mujeres ( 50 % ) y 15 hombres ( 50 % ) con p .290 n.s.mein 2 v GRarica |

Al comparar el porcentaje de actividad fagocitaria a través de la reduccion denitroazul de tetrazolio:
Grupo 40 % y Grupo Il 53.73 % con una p de .140 n.smeu 2 Grarica 3

El tiempo de ejercicios como anestesiologos por lo tanto tiempo de exposicion a agentes anestésicos en
el grupo | fue de [1.87 afios con SD de + 8.7 afos con valora de p .758 n.s. mew 1 v Gharc 4



MATERIALES Y METODOS:

Previa aceptacion por el Comité Local de Etica e Investigacion del Hospital de Especialiodades Centro
Médico Nacional “La Raza” y obtencion de carta de Consentimiento Informado por escrito por parte de
los pacientes, se realizo un estudio observacional, prospectivo, comparativo y transversal.

Se estudio a 60 pacientes: 30 médicos anestesiologos adscritos al H.E.CM.N.R. y 30 personas sanas sin
exposicion previa a agentes anestésicos, se les realizd la prueba de nitroazul de tetrazolio en placa la
cual es una evaluacion de la fase de estallido respiratorio fagocitario.Esto se realizo en el mes de
Septiembre a Octubre del afio 2003. Se excluyeron pacientes con enfrermedad del sistema inmunitario,
menores de edad, que recibieran terapia que alterara la funcion de polimorfonucleares como cloroquina,
esteroides quimio o radioterapia y a pacientes que no aceptaran formar parte del estudio.

Fueron citados en el laboratorio de Alergia e Inmunologia donde se les extrajo con jeringa 5 cc de
sangre venosa,con la cual, como se explico en la introduccion, se realizaron los preparados en
portaobjetos adicionandoles el reactivo de nitroazul de tetrazolio. La lectura de resultados fue realizada
por una sola persona de dicho depertamento. Se anotaron los resultados en una bitacora.

Una vez obtenidos los resultados fueron comparados los grupos con medidas de dispersion y tendencia
central utilizando el test de Xi cuadrada y el programa SPSS version 10 para Windows.
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DISCUSION

En nuestro estudio se determind si habia alteracion en la fase de estallido respiratorio del proceso
fagocitario en polimorfonucleares en 60 pacientes: 30 ( 50 % ) meédicos anestesiologos adscritos al
H.ECMNR. y 30 ( 50 % ) personas sanas sin exposicion previa a agentes anestésicos.

Stanley y cols en 1976 demostrd como en pacientes sometidos a anestesia general bajo el uso de
halotano, al tomar muestras sanguineas en 3 tiempos periooperatorios,
la quimiotaxis de polimorfonucleares se encontraba disminuida hasta en 36 %.(7)

Welch y colaboradores en 1981 y 1984 prepard cultivos de H influenzae y K pneumoniae que al
ponerlos en contacto con polimorfonucleares y concentraciones de gases anestésicos como isofluorano,
halotano y dxido nitroso la capacidad quimiotactica y el poder microbicida de las celulas inmunitarias
se veia mermada.(4) (5)

Péric y cols en 1991 estudic a los médicos anestesiologos cuantificando formula roja y células de
respuesta inmune encontrando disminucion en todas las lineas celulares estudiadas.(6)

Thyter y col en el afio 2002 concluyé que la exposicion crénica a agentes voldtiles anestésicos puede
inhibir la apoptosis de neutrdfilos lo cual puede tener implicaciones para la adecuacion de la respuesta
ante la inflamacion o infeccion.(3)

En nuestro estudio al evaluar la fase de estallido respiratorio a través de la prueba de nitroazul
de tetrazolio en placa entre el grupo de anestesiologos y el grupo control no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa en los resultados.



CONCLUSIONES

No hubo diferencia estadisticamente significativa en la evaluacion de la actividad fagocitaria.
El grupo de anestesidlogos mostrd tendencia al limite normal bajo lo que da pauta a estudios
posteriores sobre la posible causa y sus implicaciones dinicas.
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ANEXOS

EVALUACION PARCIAL DE LA FAGOCITOSIS DE POLIMORFONUCLEARES ~SANGUINEOS CON TECNICA DE
NITROAZUL DE TETRAZOLIO EN PLACA, EN MEDICOS ANESTESIOLOGOS ADSCRITOS AL HOSPITAL DE

ESPECIALIDADES CENTRO MEDICO NACIONAL “LA RAZA”

Anestesidlogos Grupo Desviacion | P
Control estandar
Edad 53.73 a 4273 a + 7.02a .156
Tiempode | 11.87 a No aplica + 8.7a 758
exposicion

“Se considera estadisticamente significativa una p < 0.05




Tabla 2

Anestesidlogos Grupo p
Control
Mujeres 12 (40%) 15 ( 50%) .302
Hombres 18 (60%) 15 (50%) .290
Porcentaje | 40% 53.73 % .140
de actividad
de PMN

Se considera estadisticamente significativo valor de p < 0.05
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GRAFICA 3:PORCENTAJE DE ACTIVIDAD FAGOCITARIA

[ Anestesidlogos

E Grupo Control

Actividad fagocitaria
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