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INTRODUCCTION

' La aplicacién de A.C.T.H., se ha utilizado en humanos

(Costello, 1969), y en animales (Martin et al, 1954; -
Kaneko et al, 1960), como prueba de funcionamiento - -
adrenal. En individuos normales la édministracién de
la hormona estimula a la gldndula adrenal a que secre-
te corticosteroides, lo que provoca la disminucién del
nGmero de eosinb6filos en la sangre, lo cual sirve de -
base para poder evaluar la funcidén de la corteza adre-
nal en base a la cifra de eosindfilos cuya determina--

cidn deberd ser lo més exacta posible.

En la actualidad se usan dos m&todos para contar los
leucocitos eosinbéfilos: a) el método directo que utili
za un colorante especial y un hemocitémetro y b) el mé
todo indirecto en el cual se obtiene la cifra de - =~
eosindfilos a partir de la cuenta total de leucocitos
y el porcentaje de eosindfilos encontrados en el fro-

tis (diferencial).



En general se piensa que el método directo es preferi-
ble para determinaciones més répidas y exactas (Speirs,
1962; Carper & Schalm, 1962; Ceostello, 1969; Vaughn, =~
1952). Esto es debido a que en el m&todo indirecto ade
mds de error inherente a la cuenta diferencial se agre

ga el error del hemocitdmetro (Carper & Schalm, 1962).

Para hacer la cuenta de leucocitos eosinbfilos con el
procedimiento directo, se han utilizado diferentes di-
luentes (Discombe, 1946; Dunger, 1910; Hinkleman, 1959;

Manners, 1957; Mc. Nary 1958; Rud, 1947; y Thorn, 1948),

El presente trabajo se hizo con el fin de comparar los
resultados obtenidos por los diferentes métodos direc-

tos contra agquellos obtenidos por el método indirecto.



MATERIAL Y METODOS

Se colectaron 5Sml. de sange con anticoagulante EDTA-K2
(0.2 mg/ml) de la vena radial o safena de 30 caninos, vy

de la vena yugular de 30 equinos y 30 bovinos.

Se efectfio una cuenta total y diferencial de leucocitos
eosindfilos con el método indirecto descrito por Schalm
(1965); vy una cuenta total directa de acuerdo con los

métodos descritos por Discombe (1959), Dunger (1910), -
Hinkleman (1959), Manners (1957), Mc. Nary (1958), Rud

(1947), y Thorn (1948); para comparar la exactitud y re
produccibilidad de cada uno de los métodos en las dife-

rentes especies en comparacidn - con el método indirecto.

Las formas de los diluentes utilizados fueron las si~---:

guientes:

Diluente segln Discombe
EOSina y acuosa 1%....veeeoeo.. 5 ml,
ACELONA .vvvrvonnnnnnnnuenenss © 5 ml,

aAgua destilada'.;,....,.;;,.;; 90 ml.
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Diluente seglGn Dunger
E0SiNa ACUOSA t.iveseesseeans 0.1 g.
: Acetona ......... ceenenee “ea 16 ml.
i Agua destilada c.b.P. «.uee. 100 ml,
Diluente seg@in Hinkleman
EoSINa ¥ titiceieececaccaenaas 0.5 g.
Formalina .............ovede 0.5 ml.
Fenol 95% .iiuieevreneceevnins 0.5 ml.
] Agua destilada ¢.b.p. ...... 100 ml.
| “f ‘ Diluente segin Manners
'% ' UFEB ervevrenenonncannnanons 50 g.
Citrato trisédico ......... 0.06 g.
Floxina ........ e eeneeaea 0.} gq.
Agua destilada c.b. p. ..... . 100 ml.
Diluente segin Mc. Nary
Parpura de bromocresol ..... 50 mg.

Agua destilada c.b.p. veceue 100 ml.




Diluente seglGn Rud
Rojo Magdala....eeeseeacss 0.02 gr.
Acetona ......... cesseseas 12 ml
Bicarbonato de Sodio al 10% 1 a 2 ml.

Agua destilada ....c..... . 90 ml.

Diluente segin Thorn

Eosina acusa .....e.ve...%  »0;ii;a;g; 
ACEtONA tevevvrcvsnsnesans 1,Sftfg“ml;[
Agqua destilada ...cencee.s 95 . ml.

Con cada liquido descrito se hizo una dilucidn 1:20 por
medio de una pipeta para leucocitos, se contaron los -
18 mm? del hemocitémetro. La cifra final se obtuvo divi-
diendo la cifra encontrada en el hemocitdémetro entre 18
y multiplicédndola por 100. Todas las cuentas de eosind--

filos fueron hechas dentro de un .lapso de media hora.

Con los resultados de las cuentas se calculd un andlisis
de varianza para comparar los métodos, lineas de regre--
sibn, coeficientes de correlacidn, media y desviacidn -
standard; utilizando las intalaciones ‘del Centro de Cém-~

puto de la U, N. A, M.



RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo se mues-

tran en las Tablas de }Ja Nol a la No. 5

Tabla No. l.- Se muestra la media y desviacidn standard

para cada método en las tres especies estudiadas.

Tabla No. 2.- Se muestran los andlisis de varianza de los

diferentes métodos.

Tabla No. 3.~ Se muestran los coeficientes de correlacidén
y regresidén obtenidos entre los métodos indirecto y direc

tos en Bovinos.

Tabla No. 4.- Se muestran: los coeficientes de correlacibén
y regresibébn obtenidos entre los métodos indirecto y direc

tos en Equinos.

Tabla No. 5.- Se muestran los coeficientes de correlacién
y regresién obtenidos entre los métodos indirecto y direc

to en Caninos.



¢ TABLA No |
RESULTADOS OBTENIDOS CON SIETE DIFERENTES METODOS PARA CONTAR
EOSINOFILOS EN BOVINOS, EQUINOS Y CANINOS.

BOVINOS S E Q UI NO S CANINO S
METODO
X ¢ X ¢ X q
DUNGER 218 61 478:30 142.60 91- 80 151.93 195.30
HINKLEMAN 324.00 469.90 15860 134.82 219-80 213.60
Mc. NARY 363.63 503.10 138.93 j01-20 162.10 211-22
MANNERS 270.12 400.60 14380 181.80 123.43 206.70
THORN 8. 87 164.02 93.33 70.50 114:80 161-00
RUD 36-70 92.40 6490 55-40 49.63 67-00
DISCOMBE 283.87 | 386.04 1256.63 73-63 i71-93 218-80
EOSINOFILOS | 56660 821.30 32750 308-00 375.30 394.40
Xs MEDIA

@ = DESVIACION STANDARD

w08



TABLA No 2

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS ODATOS OBTENIDOS CON
SIETE DIFERENTES METODOS PARA CONTAR EOSINOFILOS
EN BOVINOS, EQUINOS Y CANINOS-

F- TABUL ADA
CON
ESPECIE F.CALCULADA
7-232 G.L-
Pz 0.05
BOVINOS 3.42% 2.05
EQUINOS g.24%¥ 2.05
CANINOS 5.47%*F 2:05

% =DIFERENCIA SIGNIFICATIVA A UNA P< 0-05

¥ =DIFERENCIA SIGNIFICATIVA A UNA P<I0-.05

*=DIFERENCIA  SIGNIFICATIVA A UNA P <0.05



TABLA No- 3

COEFICIENTE DE CORRELACION Y REGRESION ENTRE

METODOS DIRECTOS E |INDIRECTO EN BOVINOS.

CORRELACION ECUACION DE REGRE -
METODO DIRECTO SION
ME TODO INDIRECTO METODO DIRECTO
ME TODO
DUNGER 0-62 X=225.40+1.07 Yl
HINKLE MAN 0-69 X=177-86+120 Y2
Mc. NARY 0.74 X=127.06 +1.21 Y3
MANNERS 0.77 X=140.094+1.58 Y4
THORN 0-74 X=126.00 + 317 Y5
RUD 0-18 X=508-04+1.60 Y6
DISCOMBE 0.70 X:143.30+1.50 Y7

X=PREDICCION DE NUMERO DE EOSINOFILOS CALCULADOS
POR CONTEO INDIRECTO.

Yi= No. DE EOSINOFILOS CALCULADOS POR EL IESIMO ME-
TODO.



TABLA No 4

COEFICIENTE DE CORRELACION Y REGRESION ENTRE
METODOS DIRECTOS E {INDIRECTO EN EQUINOS.

CORRELACION ECUACION DE REGRESION
METODO METODO INDIRECTO

METODO DIRECTO METODO DIRECTO
DUNGER 0-60 X=42.424+2.00 Y
HINKLEMAN 0-90 X=6-28+2-02 Y2
Mc. NARY 0-70 X=30-02+ 2.14 Y3
MANNERS 0-60 x=la|.|a;1~02 Ya
THORN 0-12 X=227-31+0-54Y5
RUD 0-02 X=320-11+0nYse
DISCOMBE 0.-56 X=33.79+2.34Y7

X=PREDICCION DE No.- DE EOSINOFILOS CALCULADOS FPOR
CONTEO DIRECTO.

Yi=No. DE EOSINOFILOS CALCULADOS POR EL IESIMO
METODO.




TLEL A llo &
COEFICIEI“-I%E"V DE CORRELACION Y REGRESIOM ENTRE ME-

TODOS DIRECTOS E |INDIRECTO EN CANINOS:

CORRELACION ECUACION DE REGRESION
METODO METODO INDIRECTO | o0 | oo

METODO DIRECTO
DUNGER 0.66 X=171.31+1.34 Y|
HINKLEMAN 069 X=96.704+ |- 27 Y2
Mc- NARY 0.74 ' X=150.85 + 1.38 Y3
MANNERS 0.-66 X=218-78+1.27 Y4
THORN 0:59 " | x=208-50+1.45Y5
RUD. 0.71 X=166-94 + 4-20Y6
DISCOMBE 0-68 X=165.004+1.22Y7

X=PREDICCION DE NUMERO DE EOSINOFILOS CALCULADOS
POR CONTEO |INDIRECTO-:

Yi=No. DE EOSINOFILOS CALCULADOS POR EL IESIMO ME-
TODO:-
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DI SCUSION

Las alteraciones adrenales primarias son raras en animales
domésticos. En general cuando éstas ocurren, son secunda--
rias a otras enfermedades. Las alteraciones, afin.cuando son
reconucibles en el ex&men postmorten no necesariamente ori-
ginan signos clinicos caracteristicos de mal funcionamiento
adrenal. En caninos, la degeneracién adrenal es rara, pero
cuazndo aparece puede asociarse con signos clinicos que no
siguen el modelo cléasico de la enfermedad de Addison. En ca

ninos se ha descrito una hipoplasia cortical congénita.

La inflamacién de la corteza adrenal ~se ha encontrado aso?
ciada con edema e hiperemia en animales con enfermedades in
fecciosas agudas. La hipoplasia adrenal se ha encontrado en
varias enfermedades cronicas, por ejemplo, piometras. Ningu
-na de estas condiciones antes mencionadas se encuentran -

asociadas a trastornos clinicos. El hipercorticismo adrenal
se ha encontrado asociado con tumores de la parte anterior
de la hipb6fisis (generalmente adenomas basofilicos) carcino
mas adrenocorticales, con un sindrome semejante a la enfer-

medad de Cushing (Doxey, 1971).
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El mal funcionamiento adrenal puede ser investigado a -
través de la deteccidn de sustancias producidas por 1la
corteza-adrenal, o por los cambios relacicnados a los

efectos de estas sustancias. La corteza adrenal produce
esteroides y adrbgenos de cuya conjugacidén en el higado
por medio del &cido glucurdnico derivan los 17 cetoste-
roides y los 17 hidroxicorticoides. Estas sustancias -
pueden ser detectadas cuantitagivamente en orina o plas
ma para la determinacidn de alteraciones de las glandu-
las adrenales, asimismo se utilizan las déterm;naciones
de Na., K., glucosa, nimero de eosindfilos y linfocitos

en sangre.,

En afios pasados se ha enfocado mucho la atencién en la
cuenta de eosindfilos y su relacién con la funcién ~ -

adrenal.

Los estimulos de alarma aplicados a los animales, son -
seguidos por la disminucidn en la cuenta eosindfilos
circulantes. La tensidén libera A.C.T.H., Que a su vez
estimula la corteza adrenal la cual libera grandes can-

tidades de hormonas esteroides, los cuales por un meca-
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nismo desconocido produce una disminucidén de eosindfilos
(Roche et al, 1950). En la hipofunaién adrenocortical se
producen pocos esteroides y la tasa de eosindfilos se en

cuentra arripba de lo normal.

Thorn et al (1948), describieron una técnica que propor-
ciona datos acerca del estauvo funcional de‘la corteza --
adrenal. Esta prueba incluye la cuenta de eosindéfilos an
tes y cuatro horas después de la aplicacidn intramuscu--
lar de 25 mg. de A.C.T.H., en el hombre. Tales autores -
consideraron que una disminucién de eosinéfilos en cua-
tro horas a menos del 50% del valor inicial evidencia
ba una funcidn adrenal adecuada (Swanson, 1952). Roche et
al (1950) encontraron gue una eosinopenia semejante pue-
de producirse por la inyeccidn devepinefrina en pequeiias
. dosis de 0.3 mg. la cual estimula el hipotélamo o a la. -

hipéfosis y secundariamente a la corteza adrenal.

La medicidén de la dismiﬁucién de eosindfilos cuatro horas
después de la inyeccidn de A.C.T.H.,, o después de la apli
ciacidn de pequefias dosis de epinefrina, forman las bases

de las pruebas de funcionamiento adrenocortical y reserva

hipofisiaria adrenocortical respecticamente (Roche et al,

1950).
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Fisher & Fishexz(1951), al estudiar la cuenta de eosindé-
filos en indiviluos normales encontraron variaciones -
muy asplias, ellos pensaron que seria dificil usar 1la
prueba de Thorn cémo indicador de variaciones patoldgi
cas. También observaron que con dicha prueba las perso
nas respondian en forma diferénte a diferentes tiempos
y muchas veces cambiaba del rango "respuesta" a "no res
puesta" o visceversa. Ellos encontraron que el ayuno -
causa disminucidén de eosinbébfilos circulantes y que aln
en sujetos sin ayuno estos disminuian antes del me-
dio dia y aumentaban en la tarde, consideraron que 1la
prueba de Thorn seria una prueba més sensible de fun--
cionamiento adrenal si ésta se realiza en ayuno, de las

13 horas a las 17 horas.

Bonner & Boston (1952), encontraron pacientes con en--
fermedad de Addison con curvas de eosindéfilos semejan-

tes a las normales.

La composicidn de los diluentes utilizados en la cuenta
directa estd basada en las propiedades especificas de -
tincién de los granulos de los eosindfilos y de la rela
tiva mayor resistencia a la.lisis de los mismos sobre

otros leucocitos y eritrocitos (Speirs, 1952).
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Con soluciones hipotdnicas de eosina y/o acetona tales
como las descritas (Thorn, 1948; Rud, 1947}, el nGmero

de eosindfilos fue siempre bajo, esto es semejante a lo
ercontrado por Farringtonet al(i953) Qquienes hallaron -
que las cuentas de eosindfilos con estos diluentes de;
ben ser hechas inmediatamente, ya que de otra manera --
éstos se rompen y se fragmentan; también observaron que
cuando se dejd la pipeta en reposo durante hora y media
se encontrd una pérdida hasta del 33% y hasta del 50% -

a las tres horas.

En la Tabla No. 1, puede observarse que la tasa media -
de la cuenta indirecta fue considerablemente mis alta

gque la obtenida en la cuenta directa con todos los méto
dos; esto probablemente debido a que los errores asocia
dos con la cuenta indirecta son menores que aquellos ob
tenidos con el método directo, ya que »l error de la pi
peta se debe agregar el error del hemocitbdmetro y el -

error técnico. Resultados semejantes han sido obtenidos

por Carper & Schalm (1962), lo anterior no esté& de acuer

do con lo mencionado por Sperirs (1952), quien encontrd

variaciones en el nlimero celular en el frotis sanguineo,

especialmente cuando las cuentas de eosindfilos son bajas.
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Asi mismo se encontrd que utilizando la técnica de Rud
(1957) vy Thorn’(1948), el nGmero de eosindfilos en to-
das las especies fue més bajo que con los otros diluen
tes (Tabla No. 1), esto posiblemente seka debido al efec
to litico que tienen las soluciones hipotdnicas con ace
tona y’/o carbonato de sodio; esto est& de acuerdo con -
lo reportado por Farrington et al (1953), quienes en-~
contraton gque ninguno de los métodos usados para huma=~-
nos ha probado ser completamente satisfactorio para con

tar eosindéfilos en perros.
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CONCLUSTIONES

En este trabajo se encontrd que bajo un anélisis de
varianza existe significacién estadistica entre los

métodos a una P>0,05 (Tabla No. 2).

Para BOVINOS se encontrd que el método de MANNERS es
el que tiene mayor asociacién con el conteo por el -

método indirecto:
r = 0.77

siendo el que se podria recomendar como substituto
al método indirecto, utilizando como ecuacidén de pre
diccibn:

X = 140,09 + 1.58 Y4

Para EQUINOS el método de HINKLEMAN fue el gue tuvo

mayor asociacién con el método indirecto?
r = 0.90

siendo el que podria recomendarse como substituto de

dicho método utilizando como ecuacién de prediccién:

X =6.82 + 2,02 Y2
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Para CANINOS, el método con mayor asociacidn vy que es re-
comendable su uso en substitucidén del método indirecto, -

es en este caso el de Mc. NARY:
r = 0.74

con una ecuacidn de prediccibn de nfimero de eosinbéfilos -

" dada por:

X - 150.85 + 1.38 Y3




l.-
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RESUMEN

Se prscticaron determinaciones de cifra total de
eosinéfilos en tres diferentes especies, por sie
te diferentes métodos directos: (Discombe, 1946;
Dunger, 1910; Hinkleman, 1939; Manners 1951; ~ -
Mc. Nary, 1958; Rud, 1947; y Thorn, 1948). Asi -

mismo se compararon éstos contra un método indi-

‘recte (Schalm,1965).

Se observd que todos los métodos dan resultados
diferentes y, que por 16 tanto no se pueden usar

indistintamente.

Se encontrd una ecuacidén de regresién que permi-

te comparar resultados obtenidos con cualgquiera

de los métodos directos con el método indirecto.
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