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RESUMEN

La Fagocitosis es el mecanismo de defensa nespecifico mas importante del organismo Se
efectiia por macréfagos y polimorfonucleares (PMN) Los PMN son los mediadores de la primera
fase de la inflamacion, y una vez actvados producen, entre otros mediadores, una respuesta
oxidativa cuandoe llevan a cabo la fagocitosis y muerte

Existen diversas técnicas para valorar la funcionalidad de los PMN, de ellas Ja més comun es la
reduccion del NBT, de la cual existen variantes En el presente estudio se analizaron, adaptaron a
microtécnica, se estandarizaron y finalmente se compararon dos variantes de esta técnica las
cuales son: Reduccion de NBT en placa y Reduccién de NBT medida espectrofotométricamente.,

Para poder realizar dicho estudio se dividid la técnica an tres partes
1) Obtencién y purificacidn de leucocitos,

2) Técnica de NBT en placa y:

3} Técnica de reduccidn de NBT espectrofotométrica.

Las fases estudiadas de cada una de las técnicas son las siguientes. para la pnmera; Utilizacion de
anticoagulantes, volumen de a muestra, métedo para lisar entrocitos, evaluacion de la recuperacion
de leucocitos con el gradiente Alsever-gelatina, minima concentraciéon de leucocitos viables,
porciento de viabilidad en leucacitos, para la segunda; tamafio de la superficie de adhesién, nimero
de células funcionales y adheridas a la placa, tiempo de adhesion de los PMN a la placa, relacion
PMN/Lev, concentracion del NBT, para la tercera; modificacion a los volimenes de los reactivos,
modificacion  de los reactivos, utihzacién de microplaca para ELISA, concentracion de leucocitos,
utilizacion de cianuwro de potasio, equipos para la lectura y barride espectrofotométrico del
formazan.

Para ambas técnicas de reduccion de NBT se ulliizaron como particulas a fagocitar, {imdida

s, muerta y opsonizada y Zymesan-A Para la técnica en placa se midieron el Porcentaje de

Reduccion, Porcentaje de Fagocttosis e Indice Fagocitico Para la técnica espectrofotométrica se
midié el Porcentaje de Fagocitosis Gnicamente
Los resultados ohtenidos en promedio son

~Para la técnica en placa con (dindule affuans, Porcentaje de Reduccion de 99.32%, Porcentaje de

Fagocitosis de 99 49% e Indice Fagocitico de 2,59
~Para la técnica en placa con Zymosan-A; Porcentaje de Fagooitosis 99 69%

~Para la técnica espectrofotomeétrica con {ondudn, affims, Porcentaje de Fagocitosis de 89 03%,
~Para la técnica espectrofotométrica con Zymosan-A, Porcentaje de Fagocitosis de 94.07%.

En el anafisis estadistico empleado {t pareada) no se obtuvo diferiencia significativa entre los
grupos estudiados, por lo que podemos conclurr que los resultades que se oblienen en cada una de
las pruebas ya sea en placa o espectrofotométrica son similares para la poblacidn estuciada Por o
que  se puede emplear cualquiera de éstas dependiendo del material y equipo del que se

dispanga

1, !
También se obuvieron los mismos resultades empleando como particula a fagocitar (imedids,

affuana mueray opsonisada en lugar de Zymosan-A



MARCO TEORICO

ANATOMIA ¥ FUNCIONALIDAD DEL SISTEMA LINFATICO HUMANG

El sistema linfatico consiste de un liquido denominado linfa, vasos que transportan la linfa que se
llaman vasos Infaticos, y diversas estructuras y drganos que contienen tejido linfatico. De manera
escencial, el tefido infatico es una forma especializada de tejido conectivo reticular gue contiene un
gran numero de Iinfocitos. El estroma {armazoén) del tejdo linfatico es una malla de fibras y células
reticutares {fibroblastos y macréfagos fijos). Una excepcion para esto es el timo, el cual tiene un
estroma que es en cierta forma diferente, compuesto de tejido reficuloepitelial.

E) tejido linfatico se presenta en el cuerpo de diferentes maneras, el tejido linfatico difuso no
enclaustrado por una cépsula. Esta es la forma mas simple del teydo linfatico se encuentra en la
lamina propia (tejdo conectivo) de la membrana mucosa del aparato gastrointestinal, de las vias
respiratortas, el aparato uninario y el aparato reproductor. También se encuentra en condiciones
hormales en el estroma o en casi todos los érganos del cuerpo(®. Los ganglios linfaticos se
encuentran rodeados por una capsuta fibrosa, penetrada por los vasos linfaticosaferentes(®.
Poseen unas concentraciones de forma oval de tejido infatice que por lo general consiste de una
region  central de tincién clara (azul con tincion de Hematoxilina-Eosinal®) que consiste de grandes
linfocitos {centro germinal) y una zona perférica, que se tifie de azul mds oscuro y que esta
formada de linfocitos pequefios (corteza). La mayor parte de los ganglios Iinfaticos son solitarios,
pequerios y discretos. Tales ganglios se encuentran rara vez en la lamina propia de las membranas
mucosas del aparatc gastrointestinal, vias respiratorias, aparato urinario y aparato reproductor
Algunos ganglios linfaticos se presentan en agregaciones moftiples, grandes y en partes especfficas
del cuerpe Entre estos se encuentran las amigdalas en la regién faringea y foliculos linfaticos
agregados {placas de Peyer) en el fleon del intestino delgado. Las congregaciones de ganglios
tinfaticos también se presentan en el apéndice.

Los organos linfaticos del cuerpo -los ganglios linfaticos, el bazo y el tmo- también contienen
tepdo linfatico enclaustrado por una capsula de tejido conective. Puesto que la médula ésea
produce hinfocitos, también se le puede considerar como un compenente def sistema linfaticol1),

Vasos linfiticos

Los vasos Iinfaticos se onginan como vasos microscépices en los espacios que existen entre las
células llamadas capilares finfaticos. Los capllares linfaticos pueden encontrarse solos o en plexos
extensos. Se originan en {odo el cuerpo, perc no es un teyde avascular, en el sistema nervioso
central, la pulpa espléndida y la médula 6sea, Son un poce mas grandes y mas permeables en una
direccion solamente que fos capilares sanguineos

Los capilares infaticos también difieren de los capilares sanguineos en que tienen extremos clegos;
los capilares sanguineos tienen un extremo artenial ¥ un extremo venoso Ademas los capilares
Infaticos estdn adaptados desde e punto de wista estructural para asegurar el retorno de las
proteinas al sistema cardiovascular cuando se salen de los capilares. El examen minucioso de los
capilares Iinfaticos revela que hay diminutas aberturas entre las células endoteliales haciendo que
la pared del capilar permita el pase del liquido facimente pero evita gue el flujo del llquido salga del
capliar, opera como una especie de valvula en un solo lado o de una sola via La superficie externa
de ias células endotelales de la pared capilar estan unidas al tejido circulante por estructuras que
reciben el nombre de filamentos de fijacién. Cuando hay edema, se presenta una acumutacion
excesiva de Jiguido en el tejido, jo cual provoca inflamacion tisular Esta inflamacién produce ef
twdn de los filamentos de fijacién, provocando aberturas incluso entre Ias células mas grandes de
tal manera que mayor cantidad de liguido puede fluir de los capilares linfaticos

Los capllares linfaticos se unen para formar vasos Infaticos cada vez més grandes, que reciben el
nombre de vasos linfiticos, los vasos linfaticos recuerdan a las venas en cuanto a estructura se
refiere pero tienen paredes mas delgadas y mas valvulas al tiempo que contienen ganglios linfaticos
a ntervalos diversos a lo large de su frayecte los vasos linfaticos de Ia piel viajan en el tejido
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subcutineo laxe y por lo general siguen el trayecto de las venas. Los vasos linfaticos de tas
visceras por lo general siguen &! frayecto de las arterias, formando plexos alrededor de ellas. Por
dltrmo los vascs hinfatrcos liberan su linfa en dos conductos principales -el conducto toracico y ef

conducto linfatico derecho (1

Tejido linfitico

Los tejidos linfoides pueden clasificarse en dos grupos: 1) los érganos generadores; son aguellos
en los que los hifocitos surgen, maduran y los que son capaces de recenocer antigenos propios
son elmmnados o inactivados, 2) los érganos periféricos; son aquellos en los que los linfocitos
maduros responden a antlgenos extraiios

Dentro de los organos linfoides generadores de los mamiferos estan la médula 6sea, de donde
surgen todos los infocitos, v et timo, donde alcanzan un estadio de madurez los Infocitos T

Los tejidos linfoides penféncos son los ganglios linfaticos, el bazo, los tejides Iinfeides asociados a

mucosas y el sistema inmunitario cutaneot™).

Organos gencradores

Médula dsea

Durante la vida fetal, la generacién de todas las células sanguineas, lamada hematopoyesis,
ocurre Ictalmente en islotes sangulineos y después en el higado y el bazo Esta funcion la asume
gradualmente la médula 6sea, y progresivamente la de los huesos planos, de forma que en la
pubertad la hematopoyesis fiene lugar sobre todo en el esternén, las vértebras, los huesos iliacos y
las costillas. La médula roja que se encuentra en estos huesos consta de una estructura reticular
similar a una espon)a, localzada entre las trabéculas largas. Los espacios de esta estructura estan
ltenos de células grasas y de precursores de célutas sangulneas, que maduran y salen a través de
la densa red de senos vasculares gue desembocan en el sistema circulatono

Todas las células sangulneas se originan en una célula madre comprometida a diferenciarse a lo
largo de una estrpe en particular, es decir, eritroide, megacariocitica, granulecitica, monecitica y
linfocitica. Las citocinas estimulan la prolferacion y maduracion de las células precursoras de [a
medula dsea A muchas de estas citocinas se les llama también "Factores estimulantes de
colomas" (CSF, del inglés colony-shmulating factors), porque se prueba por su capacidad de
estimular el crecimiento y desarrollo de vanas colonias de leucocitos a partir de la médula 6sea Las
citocinas hematopoyéticas producidas por células estromales y macréfagos de la médula osea, lo
que proporciona el ambiente local para la hematopoyesis, y por los linfocitos T estimulados por e
antigeno, lo que proporciona un mecanismo de aprovisicnamiento de leucocitos que pueden
consumirse durante las reacciones inmunitaria e inflamatoria.

La médula contiene hnfacitos B maduros que se han desarrollado a partir de células progenitorast).

Timo

Un drgano linfatico, por lo general bilobutado, el Timo, se focaliza en el mediastino superior, por
atras del esternon y entre los pulmones. Los dos i6bulos del timo estan préximos y unidos por una
capa envolvente de tejido conective. Cada I6bulo estd enclaustrado por una capsula de tejdo
conectivo La cépsula emite extensiones en los [dbulos gue se llaman trabéculas, las cuales
dividen a los ldbulos  en pequefios lobulillos Cada lobulifo consiste de una corteza perifénca que
se tifie intensamente {azul) y una médula central que se tife ligeramente La corteza esta
compuesta cast por completo  de linfocitos empaquetados con fuerza y son estructuras pequefias,
medianas y grandes, se mantienen en su lugar por tejido reticular. Puesto que el tejido reticular del
timo difiere de origen y estructura del que generalmente se encuentra en otros érganaos linfaticos,
recibe et nombre de tepdo  de soporte reticuloepitelial. La médula consiste principalmente de
células epiteliales y mas que  nada de Iinfocitos ampliamente distribuides, y su reticulo es mas
celular que fibroso Ademas la médula contlene unas estructuras caracteristicas denominadas
corpusculos timicos (de Hassall), capas concéntricas de células epiteliales.



El timo es una glanduia importante en el lactante y alcanza su tamafic maximo de cerca de 40
gramos duranie la pubertad. Después de ia pubertad, la mayor parte del tejdo del tmo se
reemplaza por grasa y tefido conectivo En el momento en que la persona alcanza la madurez, la
glandula se atrofia pero sigue sfendo funcional(1)

Los linfocitos del timo, también lamados timocitos, son Iinfocitos T en diferentes estadios de
maduracion Los precurseres que estan comprometidos en la estirpe de las células T entran en la
corteza timica a través de los vasos sangulneos. No se sabe si entran en e| timo precursores de las
cefulas B y no sobreviven, o si existen mecanismos que aseguran la entrada al timo solo de calulas
corprometidas en el desarrollo de linfoctos T. Los timoratos mas inmaduros no expresan
receptores para los antigenos o los marcadores de superficie incluidos GD4 y CD8, que son
caracteristicos del fenotipo maduro. Estas células inmaduras migran desde la corteza hacia la
meédula y entran en contacto con las células epiteliales, los macrofagos y las células dendrlticas.

En la ruta hacia la médula los timocitos comienzan a expresar receplores para los antigenos y
marcadores de superficie presentes en los linfocitos T maduros periféricos. De esta forma la médula
confiene en su mayor parie células T maduras y sélo células T CDM4* o CD8* maduras salen del
time y entran en la sangre, Ia linfa y los tejidos infoides periféncos®

Organos periféricos

Ganglios linfaticos

Las estructuras ovales o en forma de frijol localizadas a lo Jargo de los vasos linfaticos se llaman
ganglios linfaticos Tienen unas dimensiones que van desde 1 hasta 25 milimetros de tengitud Un
ganglio finfatico contiene una hgera depresion en un fado que recibe el nombre de hitio, en donde
los vasos sangufneos y los vasos linfaticos deferentes salen del ganglio Cada ganglio esta cubierto
por una capsula de tejido conectivo denso que se extiende en el nodulo. Las extensiones
capsulares reciben el nombre de trabéculas, En posicion interna a la capsula se encuentra una red
de soporte de fibras reticulares y de células reticulares (fibroblastos y macréfagos). La capsula, las
trabeculas y las fibras reticulares asi como las células conslituyen el estroma {armazon) del ganglio
linfatico. Ef parénquima de un gangho linfatico es un tejido especializade y se divide en dos
regiones: corteza y médula La corteza externa contiene linfocitos empagquetados de manera
denea y dispuestos en inasas que se denominan nédulos linfaticos Los nodulos con frecuencia
contienen areas centrales gue se fifien de claro (azul), los centros germinales, en donde se
producen los linfocitos, La region interna de un ganglio infatico se denomina médula. En la
medula, los linfocitos estan dispuestos en cadenas que se denominan cordones medulares Estos
cordones también contienen macréfagos y células plamaticas

La circulacion de fa linfa a través de un ganglio incluye a los vasos Iinfaticos aferentes {que van
hacia el centro), senos en el ganglio y vasos linfaticos eferentes (que se alejan del centro). Los
vasos hnfaticos aferentes entran a una superficie convexa del ganglio en varios puntos Contienen
valvulas que se abren hacia el ganglio de tal manera que 1a linfa se dirige hacla adentro. Una vez
dentro de! ganglio, la linfa entva a los senos, en donde se encuentra una serie de conductos
irregulares La linfa de los vasos linfaticos aferentes entra a los senos corticales exactamente por
dentro de la capsula Desde ahi circula a los senos medulares entre fos cordones medulares.
Desde estos senos la linfa  por lo general circula en uno o dos vasos linfaticos aferentes. Los
vasos linfiticos eferentes son mas amplios que los vasos aferentes y contienen valvulas que se
abren alejandose de los ganghios para dirigir la linfa fuera del ganglio.Los ganglios linfaticos estan
distribuidos por todo et cuerpo, generalmente se encuentran en grupos. De manera tipica, estos
grupos estan dispuestos de dos maneras superficiales y profundos,

La linfa pasa de fos espacios tisulares a través de los vasos linfaticos o de $uU via de regreso al
sistema cardiovascular se filtran a través de los ganglios Iinfaticos Cuando |z linfa pasa a fraves de
los ganglios, filtra las sustancias extrafias Estas sustancias quedan atrapadas por fibras reticulares
en el gangho M,

En areas particulares del gangho estan secuestradas diferentes clases de linfocitos y células
accesorias no Infoides  Los foliculos son Jas dreas ncas en células B de los ganglios linfaticos Los



foliculos primarios contighen de formas predominante linfocitos B maduros en reposo que,
aparentemente, o han sido estimulados recientemente por antigenos

Los centros germinales, que aparecen en respuesta a la estimulacion por antigenos protelcos
dependientes de células T cooperadoras, contienen numerosos linfocitos grandes. Los centros
germinales son los lugares donde las células B estimuladas por of antigeno proliferan y dan lugar a
tuna progenie que produce anticuerpos con una elevada afinidad por el antigeno.

Las células dendriticas foliculares, que restden en los centros germinales, muestran los antigenos
sobre su superficie y activan de forma selectiva a las células B que se unen al antigeno con alta
afinidad. Las células plasmdticas completamente desarrolladas salen de los centros germinales y
pueden migrar fuera de los ganglios linfaticos a otros tefidos

Los infocitos T se localizan de forma predominante entre los foliculos y en la corteza profunda, las
llamacdtas dreas parafoliculares. La mayor parte de estas céiulas T son células T cooperadoras
CD4* entremezcladas con células CD8* relativamente escasas.

Los ganghos linfaticos son los lugares en que se inician las respuestas de las células T frente a los
antigenos protefcos que flegan en ia finfa

La organizacién anatémica de los ganglios linfaticos origina miltiples lugares de interaccién entre
las diferentes clases de Iinfocitos. Las células dendriticas localizadas en las areas ricas en células T
presentan los antigenos a las células T ceoperadoras CD4*. Las células dendriticas foliculares de
los centros germinales presentan los antigenos z las células B activadas y de memoria. Los
linfocitos B que entran en el ganglio a fravés de la sangre deben atravesar las zonas ricas en
células T cooperadoras en su camine a los foliculos, lo que aumenta al maximo las posibildades de

mteraccion cooperadora entre las células B y (%)

Bazo

El bazo, estructura oval, es la masa mas grande de tejido IInfatico que se encuentra en el cuerpo,
su dimension es de cerca de 12 centimetros de longitud. Estd situada en el hipocondrio izquierdo
entre el fondo del estémago y el diafragma Su superficie visceral contiene los contornos de los
Organos adyacentes a él -la impresion gastnica (del estomago), la impresion renal (del rifidn
Izquierdo) y la impresién célica {de la acotadura izquierda del colon). La supetficle diafragmética
es lisay  convexa conserva y se adapta a la supeificie céncava del diafragma a la cual se
encuenira adyacente.

ET bazo estd rodeado por una capsula de tejido conectivo denso y de fibras musculares lisas La
capsula, por su parte, esta cubierta de una membrana serosa, el peritoneo. Al igual que los ganghos
linfaticos, el bazo contiene un hilio, trabéculas, fibras reticulares y células reticulares. La cépsula,
las trabéculas, las fibras reticulares y las células reticulares constituyen el estroma del bazo,

El parénquima del bazo consiste de dos tipos diferentes de tefido que se denomina putpa blanca y
pulpa roa La pulpa blanca es mas que nada tejido linfatico, principalmente linfocifos, dispuestos
alrededor de las arterias denominadas artesias ceptrales En diversas areas, los linfocitos se
engruesan y forman los ganglios linfaticos que se denominan nédulos esplénicos (corptisculos de
Malpighi). La pulpa roja consiste de senos venosos llenos de sangre y cordones de tejido
esplénico denominados cordones esplénicos (de Billroth). Las venas estan intimamente
asociadas con la pulpa rofa. Los cordones espiénicos consisten de entrecitos, macrofagos,
Iinfocitos, célilas plasmaticas v granulocitos.

La arteria esplénica y la vena asi como los vasos linfaticos eferentes pasan a través de los hilios
Puesto que el bazo no tiene vasos linfaticos aferentes o senos linfaticos, no filtran a la linfa. Una
funcién esplénica clave relacionada con la inmunidad es Ila produccién de las células B, la cual
desarrolla células plasmaticas productoras de anticuerpos. el bazo también.fagocita bactenas y
destruye a los eritrocitos daffados asi como a las plaquetas. Ademas, el bazo almacena y libera
sangre en caso de demanda, como ocurre durante la hemorragia. Los impulsos simpaticos causan
que la musculatura hsa de la capsula del bazo se contraiga. Durante el desarrollo fetal temprano, el
bazo participa en la formacion de células sanguineas; cerca det 10% de la poblacidn tiene bazos
accesorios, que por lo general se encuentran cerca del hilio del bazo primario 0 estan embebidos



en la cola del pancreas En general, los bazos accesorios tienen cerca de un centimetro o menos
de diametro(!,

Amigdalas

Las amigdalas son congregaciones miltiples de ganghos linfaticos grandes embebidos en una
membrana mucosa. Las amigdalas estan dispuestas en un anillo en la unién de la cavidad oral y la
faringe La amigdala faringea Unica o adenoides estd embebida en la pared posterior de la
nasofannge. Las amigdalas palatinas estan situadas en la fosa amigdalina entre los arcos
faringopalatinos y el glosepalatino Estas son las Gnicas que se refiran de manera comim en la
amigdalectomia. Las amigdalas lingilales estan dispuestas en par y se localizan en ia base de la
lengua y pueden retirarse cuando se realza amigdalectomia

Las amigdalas estan situadas de manera estratégica para proteger en contra de la invasién de
sustancias extrafias. Desde el punto de wista funcional las amigdalas producen linfocitos y

anticuerpos{,

SISTEMA DE DEFENSA HUMANO

El cuerpo humano centinuamente intenta mantener la homeostasia contrarrestando las actividades
de los organismos productores de la infeccion, que se denominan patégenos, o de sus toxinas La
capacidad para combatir [a infeccion a través de las defensas del cuerpe recibe el nembre de
resistencia La vulnerabilidad o falta de resistencia se llama susceptibilidad. Las defensas contra las
enfermedades se pueden agrupar en dos grandes 4reas importantes: [a resistencia no especifica y

la resistencia especifica(!*

Es hereditaria y presenta una
Mo especifica g amplia vanedad de reacciones
corporales gue brindan proteccidn
Resistencia a la ¢
Infeccién Conacida coma inmunidad incluye
Especifica la produccitn de anticuerpos es--
pecificos en contra de un patdgena

La resistencia no especifica a la infeccion: se compone de 1) Factores mecanicos 2) Factores
guimicos y 3) Factores celularest!

Piel intacta
Aparata lagrimal
Membranas mucosas

Factores mecanicos 4 Sdliva

¢ Becreciones corporales Sebo
Resistencia Infamacin pH acido
no Factores quimicos Fiebre Acido hialurdnicn
. kisozima

Especifica \ .

Células NK Jugo gastrico

Factores celulares o
Fagocitosis

FACTORES MECANICOS

El sistema inmunitario cutineo (Piel intacta)

La piel es el érgana mds grande del cuerpo y la principal barrera fisica entre el organismo y el
amblente externo Ademas, la pel es un participante activo en la defensa del huésped, con la
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capacidad de generar y apoyar reacciones inmunitarias e inflamatonas lecales Muchos antigenos
extrafios entran en el organismo a tfravés de ta piel, de forma que muchas respuestas inmunitarias

se inician en este tepdo.

Componentes celulares del sistema inmunitario cutineo

La piel consta de una epidermis separada de la dermis subyacente por una membrana basal cada
una de ellas consta de poblaciones celulares que pueden desemperiar papeles activos en las
reacciones inmunitarias (figura 1).

N
T T 2
( Queratinocitos

Q Q Céhutas de Langerhens Epidecmis
DN epidérmicas

Linfoorto Intraepldsrmico

=
)@( :«: tinfocko T
veso Infatico
Py %‘ Linfoctos v macrdfagos Dermis
@ i Pervasculares

A la crculacion J

Figura 1 Componentes celulares del sistema inmunitario Cuténeo

&

Drenaje a ganglio
Intético regronsl

Queratinocitos: Las células epitehales de la epidermis o queratinocitos, producen varias citocinas,
como la interieucina-1 (IL-1), ef GM-CSF, [a IL-3, el TNF y la IL-6; y tras actvarse por ciiocinas
derivadas de la célula T como el IFN-y , los queratincoitos secretan quimiocmas que estimulan la
quimiotexas y activacion de los leucocitos. Aungue estos hallazgos sugieren que jos queratinocitos
pueden potenciar la inflamacion local y la activacion Iinfocitana, no se sabe si las citocinas
producidas por los queratinocitos pueden alcanzar la dermis, donde se localizan la mayor parte de
los Iinfocitos y otros feucocitos

Ademas de servir come fuente de citocinas, la exposicidn al IFN-y puede hacer que los
queratinocitos  expresen moléculas de clase il del MHC . Esto es parecide a la induccion de la
expresion de la clase |1 en fos macréfagos y otras poblaciones celulares Los queratinocitos también
expresan co-estimuladores que pueden difenir de los co-estimuladeres de las células dendriticas,
los macrofagos y los linfocitos B, Sin embargo, no esta claro s los queratinocitas acttian come APC
iniciando las reacciones de células T

Células de Langerhans epidérmicas: Las células de Langerhans son célWlas con largas
prolongaciones que dervan de la médula ésea que se localizan en la regién suprabaciar de la
epidermis Se piensa que un precursor de la médula 6sea ongina células que residen en la piel
como células de Lagerhans epidérmicas, algunas de las cuales migran a organos Iinfoides donde
son identficadas como células dendriticas interdigitantes.

Linfocitos intraepidénmicos: Dentro de la epidermis hay una pequefia subpoblacion de linfocitos.
En los seres humanos consttuyen solo et 2% de los linfocitos asaciadas a la piel (el resto reside en
l2 derrmus), y 1a mayor parte son células T CD8* Las células T intraepidérmicas expresan un grupo
de receptores mas restringidos que los hnfocitos T de ta mayor parte de los ofros tejides. En los
ratones, muchos infocitos infraepidérmicos sen células T que expresan la forma 8 del receptor
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para el antigeno. Esto es también verdad para los linfocitos intraepiteliales del intestino, lo que
plantea [a posibildad de que las células T y8 al menos en algunas especies, puedan estar
compremetidas Unicamente en el reconocimiento de antigenos que se encuentran el las superficies
epieliales No obstante, ni la especificidad de esta subpoblacién de células T se han definido con
clandad

El medio ambiente inmunaokgico (homing) de estas células T a la epidermis puede estar controlado
por moléculas de adhesion especificas. Las células T intragpidérmicas, come algunas célutas T de
la dermis, expresan un hidrato de carbono sializado, llamado antigeno de linfocitos cutaneos-1
{CLA-1, del ingles cutaneus fymphocite antigen-1), que es reconocido por la sélectina-E, que se
identficé en un principio como una moelécula endotelial que se induce precozmente en las
respuestas inflamatorias. La mayor parte del determinante CLA-1 se sintetiza cuando las célutas T
se activan en  ef microambiente cutaneo, quizas en respuestas a citocinas Un numero pequerio de
celulas T circulantes expresan el CLA-1, y pueden adherirse al las células endoteliales que
expresan la selectina-E No se sabe si la selectina-E se expresa en las células epidérmicas, ni si
desempefian algin papel en el epidermotrofisme de algunos linfocitos T.

Macréfagos y linfocitos dérmicos: Los tejidos conectives de la dermis contenen linfocitos T
(CD4 y CD8), predominantemente de localizacién perivascular, y macrofagos dispersos. Esto es
muy parecido a lo que ocurre en los tejidos conectivos de ofros Grganes Las células T suslen
expresar marcadores fenolipicos tipicos de las células activadas o memornia, come el CD45R0 y
cantidades elevadas de la cadenay del receptor para la IL-2 (CD25).

Iniciacién de las respuestas inmunitarias en la plel.

Cuando un antigeno protelco se introduce en la piel, ya sea por aplicacion tdpica o inyeccitn, tres
tipos de células actian como APC. Las céfulas de Langerhans proporcionan la principal via de
presentacion a las células T nativas de los antigenos que penetran por via cutdnea. Las células de
Langerhans unen el antigeno a su superficie y lo procesan: llevan et antfgeno procesado, migran
desde la epidermis a los vasos linfaticos y de aqui a los ganglios linfaticos, donde residen en las
regiones parafoliculares de la corteza. Aqul las células de Langerhans gue ahora se llaman células
dendriticas interdigitantes, presentan el antigeno a las células T CD4* nativas que han entrado en el
ganglio a traves de las HEV En su estado de reposq, es decrr, sin estimulacion extrinseca, las
células dendriticas son las APC méas potentes del cuerpo. Por el contrario, otras APC como los
macré&fagos y los linfocitos B pueden necesitar activarse para desarrollar la capacidad de presentar
antigenos a las células T y estimularlas La principal raz6n para esto es que las células dendriticas
expresan espontaneamente niveles elevados de moléculas de clase Il del MHC como co-
estimuladores, como la glucoproteina B7 Es interesante sefialar, que las células de Langerhans
frescas aisladas no activan a los linfocitos T, pero adquieten ta capacidad de hacerla tras un cultivo
corto (1 a 2 dias). Se cree que este periodo de cuftivo es andlogo in vifro a la mugracion de las
ceélulas de Langerhans desde la epidermis a los ganglios linfaticos Las células de Langerhans se
diferencian a APC potentes durante esta migracién, asegurando que la activacion de las células T
se produzcan en los ganglios linfaticos y no en la piel donde entro el antigeno Los macréfagos
dérmicos y las células endoteliales venulares pueden presentar antigenos a los hinfocitos T en la
dermis. La mayor parte de estas células T dérmicas estén activadas previamente o son células
memaria Por lo tante, las reacciones de las células T frente a los macréfagos o frente a los
antigenos asociados al  endotelio en la dermis, pueden ser mas importantes para la generacion de
respuestas efectoras frente al antigeno en los sujetos previamente inmunizados que en las
respuestas pnmanas frente a antigenos que se encuentran por primera vez,

Fases efectoras de las respuestas inmunitarias en la piel.

El principal tipo de respuesta inmunitaria mediado por la célula T en la piet es la hipersensibilidad
retardada (HR). Esta es una reaccién frente a antigenos proteicos solubles o sustancias quimicas
que pueden unirse a proteinas propias y modificarlas, creando nuevos determinantes antigenicos
La HR es una respuesta mmunitaria mediada por células que resultan de la activacién de las
células Ty de las secrecion de citocinas



Se sabe mucha menos acerca de la inmunidad humoral en la piel. La IgA secretora esta presente
en las secreciones de la piel, como el sudor, y su importancia la sugiere la observacion clinica de
que los pacientes con déficit de IgA son susceptibles de sufrir infeccionas cutaneas piégenas Dado
que rara vez se encuenira linfocitos B en los tejides cutaneos, es probable que la IgA sea producida
por células B activadas en los ganglios linfaticos y se transporte a la piel a través de la circutacion.
La piel también es un lugar importante de reacciones de hipersensibiidad inmediata medida por
I9E, causadas por la liberacion de mediadores quimicos a partir de los mastocitos dérmicost).

Aparato lagrimal

El aparato lagrimal es un grupo de estructuras que fabrican y eliminan las lagrimas. En condiciones
normales, las lagnmas se eliminan por evaporacion o pasan a la nariz tan rapido como se
producen Las lagrimas se diseminan sobre la superficie del globo ocular por medio det parpadec
l.a accion del lavado continuo de las lagrimas ayuda a mantener los microbios de tal manera que no
permanezcan en la superficie del ojo. Si una sustancia irritante o un gran nimere de microbios
hace contacto con el ojo, las glandulas lagrimales comienzan a secretar con mayor abundancia Las
l4grimas entonces se acumulan con mayor rapidez de lo que pueden ehminarse. Esto es un
mecanismo protector para diluir y eliminar las sustancias irntantes o los microbios(

El sistema inmunitario de las mucosas (Membranas mucosas)

Los epitelios mucosos son barrearas entre los ambientes interno y externo, y por lo tanto, son una
importante primera linea de defensa Ademas, las respueslas inmunitarias frente a antigenos
orales difieren en algunocs aspeclos fundamentales de las que se producen frente a los antfgenos
que se encueniran en otros lugares. Las dos diferencias mas llamativas son la gran cantidad de IgA
que se produce en asociacion a los tejdos mucosos, y la tendencia de la inmunizacion oral con
proteinas  para mducir la tolerancia de las células T en lugar de su activacion. Tales observaciones
han establecido de forma convincente la importancia fisiclégica y Ia unicidad del sistema inmunitario
de las mucosas En comparacion se sabe poco acerca de las respuestas inmunitanas en la
mucosa respiratona, a pesar de que la via aérea es un lugar importante de entrada de antigenos.
Es probable sin embargo, que las caracteristicas de las respuestas inmunitarias sean basicamente
iguales en todos los tepdos infoides asociados & mucosas.

Componentes celulares del sistema inmunitario de las mucosas

En la mucosa del sistema gastrointestinal, se encuentra un gran numero de linfocitos en tres
regiones principales dispersos a lo largo de fa lamina propia, en las placas de Peyer y dentro de la
capa epitelial {figura 2) Las células de cada lugar tienen caracteristicas fenotipicas y funcranales
diferentes,

Linfocitos intraepiteliales: La mayor parte de los linfocitos intraepitehales son células T. En los
seres humanos, la mayor parte son células CD8* De forma llamativa, en les ratones
aproximadamente el 50% de los linfocitos intraepiteliales expresan la forma o8 det TCR Como los
Iinfocitos intraepitehales son células v5. Aungue esta propercidn no es impresionante, todavia es
mayor que las que se encuentran en las células T de otros tejidos. Los linfocitos intraepiteliales que
expresan tante el TCR o como el ¥5 , muestran una diversidad limitada de receptores para el
antigeno, siendo dominantes pocos genes V Todos estos hallazgos apoyan la idea de que los
Iinfocitos miraepiteliales tenen un nimero hmitado de especificidades que es distinta de la mayor
parte de las células T, y que pueden haber evolucionado para reconocer antigenos intralummales
que se encuentran con frecuencia

Los hnfocitos intraepiteliales expresan una nueva integrina llamada HML-1 {antigeno del leucocite
de 1a mucosa humana-1, del inglés, human mucosal lymphocyte anfigen-1), que se compone de
una cadena o unida a una cadena p7 Se cree que esta molécula de adhesian interviene en el
rmedio ambiente inmunoldgico de las células T particutares al epitelio intestinal o en su retencion en
ellos.

Linfocitos de la lamina propia: La lamina propia intestinal contieng una poblacion mixta de
célutas. Comprender linfocitos T, la mayor parte de los cuales son CD4*, y tienen un fenotipo de
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celulas activadas, Es probable que fas células T reconozcan y respondan incialmente a los
antigenos en fos ganglics Iinfiticos mesentéricos regionales, y vuelvan al intestno a poblar la
ldmina propia. Este origen es similar al propuesto para las células T en la dermis cutdnea.
Ademgs, la l&mina propia contiene un gran numero de linfacitos B activados y células plasmaticas,
asl como macréfagos, eosindfilos y mastocitos

Foliculos linfoides de la mucosa: Las Placas de Peyer son foliculos linfoides organizados en la
mucosa del intestino delgado. Foliculos similares a nivel morfoldgico y funcional abundan en
pequefio nimero en la mayor parte de los sistemas gastrointestinal y respuratono Las amigdalas
faringeas  son también foliculos linfoides del baso y de los ganglios hnfaticos, las regiones
centrales de los follculos son areas ricas en células B que contienen a menudo centros germinales.

~
Linfocto

ntraepitehal

Epttelio de ta mucasa

7@( LAMINA,

Placa de Peyer PROPIA

Yasa linfético =2 I8 circulacién

\J Al gangho linfdtico

mesertérico J
p

Figura 2...Componentes célulares del sistema jnmunitario de las mucosas(®

Las Placas de Peyer también contienen un numero pequefio de células T CD4*, principaimente en
ias regiones interfolicularas. En los ratones adultos, det 50 al 70 % de tos linfocitos de las Piacas de
Peyer son células B, y del 10 al 30% células T Algunas de las células epiteliales que cubren las
Placas de Peyer son <<células M (de membrana)>> especializadas. Las células M carecen de
microvill, realizan pinocitosis acliva, y transforman macromoléculas desde la luz intestinal a los
tejidos subepiteliales Se cree que desempefian un papel impartante en el transporte de antigenos a
las placas de Peyer

Induccién de las respuestas Inmunitarias en las mucosas

La mayar parte de los antigenos gue se administran por via oral entran desde la luz intestinal a los
linféticos mesentéricos, donde se inician las respuestas inmunitanias. Algunas antigenos proteicos
pueden transportarse a través de las células M a las Placas de Peyer, donde son capaces de
estimular a los linfocitos Ty B Aungue se puede inducir a fas células epiteliales intestinales a que
expresen moléculas de clase il del MHC, por sjemplo, exponiéndolas a {FN-y , no hay pruebas de
que estas células sean capaces de presentar antigenos y estimular a los linfocitos T. Los iinfocitos
que se activan en los ganghos mesenténcos pueden volver a poblar la laming propia o a los
ganglios linfaticos mesentéricos, y finalmente, a la circulacion sistémica De eoste modo, los
comparbmentos  del sistema inmunitano mucoso se conectan entre sf y con’el resto del sistema
Inmunitario.

Produccion de IgA
La lgA es la clase principal de anticuerpo que pueds secretarse de forma activa y eficaz a través
del epitelio, Por lo tanto, tiene un papel critico en la defensa frente a patdgenos intestinales y

10



respiratorios, v en la transferencia pasiva de inmunidad en la leche y el calostro de las madres a
sus hijos. Bl tamario de la superficie intestinal es responsable de la enorme cantidad de IgA que se
praduce. Se calcula que una persona normal adulta de 70 Kg secreta aproximadamente 3 g de IgA
al dia, responsable del 60 al 70% de la produccion total de anticuerpos

En el sistema gastrointestinal, el proceso de produccién de igA se inicia con la entrada de
antigenos proteicos a fas Placas de Peyer Aqul los antigenos estimulan a los hinfocitos T
especificos de las regiones interfoliculares asi como a los linfocitos B de los foliculos Algunos de
los finfocites B se diferencian a células productoras de IgA y migran a la lamina propia Las dos
citocinas responsables del cambio al 1sotipo IgA son ef TGF-u (que puede ser producido por las
celulas Ty por las célutas estromales no linfoides) y la IL-5, Algunas células B activadas migran a
los centros germinates de las Placas de Peyer, donde proliferan y sufren mutaciones somaticas en
los genes de la Ig, %o que  produce la maduracidn de la afinidad de los anticuerpgs. Esto
probablemerte es similar a la secuencia de acontecimientos que ocuire en los folicules IInfoides
del baso y de los ganglios finfaticos. Después de ser generadas las células B productoras de IgA
puede residir en la lamina propia o migrar a otros tejdos mucosos u organos linfoides

Existen diversas razones por las cuales las cantidades de fgA producidas en el sistema inmunitario
de las mucosas son mayores que las producidas en otros tejides. Primero, las células B gue
expresan [gA tienden a migrar de forma selectiva a las Placas de Peyer y a la lamina propia. Esto
se ha demostrade nyectando células B que expresan IgA estimuladas por su antigenc en la
circulacion sistémica de animales normales no inmunizados. Se desconocen los receptores que
Intervienen y las adresinas responsables de este cambio, Segundo, las células T cooperadoras
productoras de IL-5 son mas numerosas en las Placas de Peyer que en otros tejidos Iinfoides
Aunque el sistema nmunitano de Jas mucosas es el lugar de mayor produccién de IgA, y de IgA de
arigen secrator Otros tejidos linfoides v la médula dsea, pueden producir este isotipo, dando lugar a
IgA sérica

La igA secretora forma un dimero gue se mantiene unido por la cadena J, que se secreta y sintetiza
de forma coordinada con ella. (Por el contrano, la IgA sérica suele ser un monémero que carece de
cadena J) Una vez que se secreta este dimera a la lamina propia se transporta a través de las
células epiteliales a 'a luz intestinal mediante una proteina Nlamada Componente secretor (o
receptor poli-g). El componente secretor es sintetizado por las células epiteliales de la mucosa y se
expresa en su superficie basal y fateral. La forma asoxada a la membrana es Una glucoproteina de
aproximadamente 100 kD con 5 dominios homdlogos a los dominios de la lg, por lo gue pertenece a
la superfamilia de fas Ig La IgA diménca, secretada, que contene la cadena J se une al
componente secretor asociado a la membrana y forma complejos covalentes sobre las células
epitelizles de la mucosa, este complejo se ntroduce en la céiuta epitelial por endacitosis y es
transportado en  vesiculas a la superficie luminal. Aqui el dominio extracelular del componente
secretor, que lleva la molécula de IgA, sufre protedlisis y deja los dominios transmembranoso y
citoptasmatico unidos a la célula epitelial, liberando la IgA unida a la luz intestinal E! componente
secretor es tambien responsable de la secrecion de IgA a fa bilis, la leche, el esputo y la saliva
Aungue se ha estudiadc mas extensamente su capacidad de transporte de IgA, el compongnte
secretor es capaz de  transportar IgM a la secrecién intestinal En las secreciones, la IgA sirve para
neutralizar los microorgamsmos y las toxinas@)

Saliva
La saliva producida por las glandulas salivales Java los microbios de la superficie de los dientes y la
mucosa de la boca, como las lagrimas lavan los ojos Esto evita la colonizacion por parte de los

microgrganismos(),

Secreciones corporales

La impieza de la uretra por parte del fiujo de ofina representa ofro factor mecanico que evita ia
colonizacion de microbios en el sistema urinano  La secrecion vaginal también desplaza microbios
alejandeles del cuerpo(?)
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Inflamacion

Cuando las células son dafladas por ricroorganismos, agentes fisicos o agentes quimicos, se
establece la reaccion de inflamacién (respuesta inflamatoria). La lesién se puede observar como
una forma de tension,

Sintomas: La inflamacion es una respuesta de defensa del cuerpo ante [a agresion debida al dafo
de los tefidos que por lo general se caracteriza por cuatro sintomas fundamentales: enrojecimiento,
dolor, calor y aumente de volumen. Un guinto sintoma puede ser |a pérdida de la funcion en el drea
lesionada. La perdida de la funcién depende del sitio y de la extensién de la lesidn La respuesta
inflamatoria sirve como una medida protectora y de defensa. Es un intento para eliminar microhios,
toxinas o material extrafic en el sitio de Ia lesién con objeto de evitar la diseminacién a otros
organos  y preparar el sitio para la reparacion de los tejidos Asi, la respuesta inflamatoria es un
Intento para restablecer la homeostasis de los tejidos(",

Fases: Los procesos moleculares/celulares que se presentan durante una reaccion inflamatoria
son’ &) Vasodilatacién, b) Aumento en la permeabilidad vascular y <) Infiltracién celular. Estos
cambios son desencadenados de manera principal por mediadores quimicos que estan
ampliamente distnbuidos de modo secuestrado o inactivo a través del cuerpe y se liberan o activan
localmente en el sitio de la inflamacion. Después de su liberacidn tienden a inactivarse con
rapidez para asegurar el control del proceso inflamatorio.

Existe elevacién en el aporte sanguineo del drea afectada debido a la accitn de aminas
vasoactivas tales como histamina y 5-hidroxitriptamina y por mediaderes almacenados dentro de
las células cebadas Estas moléculas se liberan a) como consecuencia de la produccion de
anafilotoxinas (C3, y C5,) que echan a andar a receptores especificos en las células cebadas b)

Después de la interaccion del antigeno con IgE en la superficie de células cebadas o ¢) Por dafto
fisico directo a las células. Otros mediadores tales como Bradiquininas y Prostaglandinas se
producen en el dugar o las  plaguetas lo iberan, La vasodilatacién provoca incremento en el Flujo
sanguineo al 4rea, lo que da lugar at enrojecimiento y calor. Esto también resufta en incremento
en el aporte de moléculas y células que pueden combatr al agente causante del
desencadenamiento inicial.

Las mismas moléculas, aminas vasoactivas, prostaglandinas y quininas, aumentan la permeabilidad
vascular, lo que permite at plasma y proteinas plasmaticas atravesar el recubrimiento endotelial
Las proteinas plasmaticas incluirdn nmunoglobulinas y moléculas de fas cascadas de coagulacion
y complemenio Este derrame de liqguido provocara hinchazén (edema), que a su vez llevara a
elevacion en la tension tisular y dolor. Algunas moléculas por si mismas por gemplo:
prostaglandinas e histamina, estimulan directamente la respuesta de dolor. Ei exudado inflamatorio
tiene varias funciones importantes. Las bacterias a menudo producen toxinas lesivas para tejidos
que se diluran en el exudado Los factores de coagulacién presentes resultan en el deposito de
fibrina lo que ocasiona obstruccién fisica para la diseminacién de las bacterias. El exudado se
drena de manera continua por los vasos linfaticos y los antigenos tales como bacterias y toxinas, se
acarrean hacia el gangho linfatico de drenaje en el cual se pueden generar las respuestas
Inmunoldgicas los factores quimiotacticos produeidos, incluso C5, , Histamina, Leucotrienos y
maléculas especificas para  ciertos tipos celulares, atraeran las células fagociticas ab sitio. Ef
Incremente en la permeabilidad vascular permitird un acceso mas facil de los neutrdfilos y
monocitos, y la vasodilatacion significa que hay mds células en la vecindad Los neutrsfilos
arnbaran e miciaran la destrucedn y eliminacion del agente agresor. La mayor, parte tendra éxito y
solo unos pocos morirdn y liberaran su contenido  nocivo en los tejidos, para aumentar el proceso
inflamatono Los fagocitos mononucleares llegaran al sitio para terminar la ehiminacion de los restos
y estimular la reparacion tisular.

Cuande la tuinchazdn es grave puede haber pérdida de la funcion del 4rea afectada. S el agente
tesivo se elmina con rapidez, el tejido pronto serd reparado y regresara a su estado original. Los
procesos inflamtorios contnian hasta que se resuelvan las condiciones causantes de su imicio. En
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la mayor parte de las circunstancias, esto sucede con bastante rapidez con una reaccion
inflamatona aguda que dura horas o dias. Si el agente causante no se elmina rapido o se
introduce continuamente entonces habra inflamacidn crénica, con la posibilidad de destruccién

fisular y perdida total de {a funcion(S}

Fiecbre

La temperatura es un factor importante en la determinacion de la inmuridad natural de un animal a
aigunos agentes infecciosos y es probable que la prrexia (aumento de temperatura) que sigue a
tentos tipos diferentes de infeccién pueda actuar como una respuesta protectora contra los
microorganismos infectantes, La respuesta en muchos casos estd controlada por una molécula
producida como parte de la respuesta inmunoldgica El pirdgeno endégeno, que en la actualidad se
sabe es el producto def macréfage IL-1, es causante del ncremento de la temperatura Se produce
desptiés de la infeccidn y actita directo o através de la estimulacion de sintesis de prostaglandinas

en el centro regulador de temperatura del hipotalamofs)

FACTORES QUIMICOS

Scho

Las glandulas sebéceas de la piel secretan una sustancia oleosa denominada sebo que evita que el
pelo se seque y se rompa al tempo que ferma una capa protectora sobre {a superficie de la piel.
Uno de los componentes del sebo son los Acides grasos no saturados, los cuales inhiben el
crecimiento  de ciertas bacterias y hongos patégenost!

pH Acido

El pH acido de la piel, entre 3 y 5, esta causado en parte por la secrecion de dcido graso y Acido
lactico. La acidez de la piel probablemente desaliente el crecimiento de muchos otros
micreerganismos. Ciertas bactenas que se encuentran cominmente en |a piel metabolizan el sebo
y este metabolismo, son 4cidos grasos que hacen que la respuesta mflamatona se asocie con el

acnall),

Acido hialurénico
El 4cido hialurénico localizado en el tejido conectivo laxo, toma su papel en la prevencion de la
disermnacion de agentes nocivos en las infecciones localizadas(?}

Lisozima

Las glandulas sudoriferas (sudor) de la piel producen transpiracidn lo cual ayuda a mantener la
temperatura corporal, elminar ciertos desechos y deshacer a los microorganismos de la superficie
de la piel. La transpiracidn también contiene lisczima, una enzima capaz de degradar la paredes
celulares de clertas bacterias bajo determinadas condiciones La lisozima también se encuentra en
las lagrimas, la saliva, las secreciones nasales y los liguidos tisufares, en donde presenta su

achwvidad antimicrobianal"

Juge gastrico

El jugo gasirico esta producido por las glandulas del estémage. Es una mezcla de Acido clorhidrico,
enzima y moce La acidez muy alta del jugo gastrico (pH de 1.2 a 3 0) es suficiente para preservar
la esterilidad como existe en ef estdmago. Esta acidez destruye a las bacterias y a la mayor parte

de las toxinas bacterianas(!

FACTORES CELULARES

Células NK (células asesinas naturales)

Estudios de la funcién han identificado poblaciones linfocitarias que sirven como células asesinas
naturales (NK) y olras células asesinas gue dependen de anticusipo, que se ocupan de la
vigiancia de clertos tumores y de células infectadas por virus. La celula NK se define como un
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efector que tiene capacidad citotdxica espontanea contra varias células blanco ¥y no muestran
restricciones MHC  Se desconocen los precursores de estas células efectoras pero carecen de las
caracteristicas  fenotipicas, genotipicas y funcionales de células T, células B , monocitos y
macrofagos. Las células NK, muchas de las cuales se observan como linfocitos granulares
grandes (LGL}, tienen rasgos morfolégicos tnicos, y de manera tlpica sus niicleos son redondos o
dentados cen citoplasma pafido abundante que contisnen granulos azursfilos. Los LGL. contienen
granuios unidos a fa membrana que se tifien con reactivos para hidrolasas &cidas, como fosfatasa
acida, alfa-naftlacetato esterasa y  beta-glucoronidasa Estos grénulos pueden relacionarse con
Su capacidad citoliica carecen de Inmunoglobulinas de superficie, no son adherentes ni
fagociticos, con frecuencia forman rosetas con eritracites de carnero y expresan receptores Fe¢ para
lgG Por lo tanto LGL exhibe propiedades morfologicas y membranales intermedias entre hinfocitos

¥ monocites®)

Fagocitosis
Fagocitos mononucleares: El sistema fagicitico mononuclear constituye la segunda poblacion
celular principat del sistema inmunitario y consta de células de una estirpe comun cuya funcion
basica es la fagocitosis A principios del siglo XX, los morfalogos observaron que ciertas células
captaban los pigmentos que se administraban par via intravencsa (llamados <<pigmentos vitales>>,
ya que tefifan células vivas). Aschoff identifico a estas células como macrofagos en el tejido
conectivo, microglia en el sisterna nervioso central, células endotelisles en los sinusoides
vasculares, y células reficulares en los érganos Iinfoides, y suging que estos tipos celulares
diferentes actuaban  en la defensa del huésped fagocitando a invasores extrafios como los
microorganismos. Et los agrupd dentro del sistema reticulo endotelial (SRE). Ahora se sabe que
la pinocitosis, las células endoteliales y reticulares son capaces de hacer, es en esencia diferente
de la fagocitosis activa de  1os macrdfagos Es, por tanto, mas apropiado clasificar a monocitos y
- macrofagos como miembros  del sistema fagocitico monenuclear.
Desarrollo: Todas las células del sistema mononuclear se originan en la médula dsea vy, fras su
maduracién y posterior activacion pueden adqurrir diferentes formas merfoldgicas. El primer tipo de
celula que entra en Ja sangre periférica tras dejar la médula ¢sea no esta completamente
diferenciade y se Hama monocito. Los monocitos tienen un diametro de 10 a 15 pum, un nticleo en
forma de pera y un citoplasma finamente granulado que contiene lisosomas, vacuolas fagociticas y
filamentos citoesqueleticos. Una vez que colonizan los tejidos, estas células maduran y se
convierten en macréfagos, que también se denominan <<histiocitos>>. Los macrdfagos pueden
activarse por diferentes estimulos y pueden adquiir formas diferentes. algunas desarrollan
abundante citoplasma y se llaman células epitelioides porque se parecen & las células epiteliales
de la piel. Los macrdfagos pueden fundirse entre sl y formar células gigantes multinucleadas,
Los macréfagos se encuentran en todos los trganos y tefidos conectivos, y han recibido nombres
especiales para designar localizaciones especlificas Por ejemplo, en el sistema nervioso central
son la <<microglia>>, cuande ocupan las paredes vasculares de los sinuscides hepaticos, se
flaman <<células de Kuffer> enla via aérea pulmonar, son los <<macrofagos alveolares>>; y los
fagocites multinucledos del uso son los <<Osteoclastos>>,
Activacién y funcidn’ Los fagocitos mononucleares representan el ejemplo més claro de poblacion
celular critica para la inmunidad natural, pero que se ha adaptado para desempefiar una
funcion central en la inmunidad adquirida especliica Los macréfagos realisaban muchas de sus
funciones en ia defensa del huésped antes del desarrollo de |a inmunidad especlfica; estas mismas
funciones se hicieron mas eficaces en los lugares de las respuestas inmunitarias Las principales
funciones de los fagocifos moncnucleares en la nmunidad natural son las siguientes
a- Los macréfagos fagocitan particulas extrafias como los microorganismos, macromoléculas,
ncluidos los antigenos, incluso fos tejidos lesicnados o muertos, como hematfes wiejos, El
reconocimiento de sustancias extrafias y de tejidos lesionados por parte det macréfago puede
imphcar a receptores para fosfollpidos y azlcares, pero no se conoce el mecanismo exacto. Las
sustancias fagocitadas son degradadas dentro de los macréfagos por snzimas lisosomales Los
macréfagos actlan como las principales <<células basureras>> del cuerpo. Ademds, las células
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secretan enzimas, especies de oxigeno reactivo, oxido nitrico y mediadores derivadas lipidicos
como las prostaglandinas, todos los cuales suven para matar microorganismos y controlar la
diseminacion  de las infecciones, y pueden incluso lesionar tejidos normales de la vecindad
inmediata.

b - Los macrofagos producen citocinas que atraen a otras clulas inflamatorias, especialmente a
neutréfilos, vy son responsables de muchos de los efectos sistémicos de fa inflamacion como la
fiebre Los macrofagos también producen factores para los fibroblastos y el endotelio endovascular
gue promueven la reparacién de los tejidos lesionados

Los fagocitos mononucleares funcionan como células accesorias y efectoras en las respuestas
mununitarias, Desempefian las siguientes funciones importantes en las fases de reconocimiento,
activacion y efectora de la inmunidad especifica.

a - Los macrofagos muestran antigenos extrafios sobre su superficie de una forma que pueden ser
reconocides por linfocitos T especlificos para el antigeno. Esta funcion de los macréfagos como
células presentadoras de antigeno (APC, del inglés antigen presenting cell). Los macréfagos
también expresan proteinas que promueven la activacion de la célula T. De este modo, los
macréfagos actiian como células accesonas de la activacién linfocitaria

b.- En la fase efectora de ciertas respuestas inmunitarias mediadas por células, las célutas T
estimuladas por el antigeno secretan citotinas gue activan a los macrofagos. Tales macrofagos
activados son mas eficaces en la realizacion de sus funciones fagociicas, degradativa y citolitica
que los no estimulados, y por ello son capaces de destruir los antigenos fagocitados. De este modo,
los macrofagos se encuentran entre las principales células efectoras de la inmunidad mediada por
células,

c - En la fase efectora de las respuestas de ;nmunidad humoral, los antigenos extrafios, tales como
los microorganismes, se cubren u opsonizan, pay anticuerpos y protelnas del complemento Debido
a que los macrdfagos expresan receptores de superficie para los anticuerpos y para ciertas
proteinas del complemento, se unen y fagocitan estas particulas opsonizadas con mucha mayer
avidez De este moda los macréfagos participan en la eliminacion de anticuerpos extrafios por ias

respuestas de nmunidad humoral(®),

Leucocitos polimorfonucleares' Estas células, en ocasiones, se denominan granulocitos y son de
vida corta (2 a 3 dias) comparados con macrofagos que pueden sobrevivir durante meses o afios,
Comprenden del 60 al 70% de los leucocitos pero también migran hacia los tejidos en repuesta a la
lesidn o infeccion Las formas maduras tienen nucleo multiobulado y muchos granulos. Se
clasifican como neutrdfilos, eosindfilos y basdfilos con base en su hincidn histoquimica

Los neutréfilos son los granulocitos circulantes mas abundantes. Sus granulos confrenen
numerosas moléculas microbicidas y cuando se produce um factor quimiotactico en un sitio
extravascular, como resultado de infeccién o lesion, penetran en los tejidos

Los eosinofilos también son células fagociticas aunque parecen ser menos eficientes que los
neutrédfilos. Estan presentes en nimeros escasos en el sujeto sano normal (1-2% de los leucacitos),
pero sus cantidades se incrementan en ciertas enfermedades alérgicas.

El contenido de los granulos puede liberarse meadiante la sefial adecuada y las moléculas
citotoxicas pueden enfonces matar parasitos que son demasiado grandes para fagocitarse,

Los basdfilos se encuentran en nimeros en extremo pequefos en la circulacion (<0.2%) y tienen
ciertas caracteristicas en comin con las células cebadas tisulares. Ambos tipos de células tienen
receptores en su superficie para la porcién Fc de la IgE v el entrecruzamiento de esta
inmunoglobulina per el antigeno lleva a la liberacion de diversos mediadores farmacoldgicos Estas
moeleculas estimulan una respuesta inflamatona hay dos tipos de células cebadas, una se
encuentra en el teydo conjuntivo y la otra, relacionada a mucosas Las células cebadas y los
basdfilos se  dervan de la médula 6sea, pero no esta clara su relacion en el desarroliot),

Resistencia especifica a la infeccion {Inmunidad) son mecanismos inducidos o esimulados por
la exposicion a sustancias extrafias, son exquisitamente especificos para distintas macromoléculas
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y aumentan en magritud y capacidad defensiva con cada exposicién sucesiva a una
macromolécula en particular. Estos mecanismos constituyen la inmunidad adquirida o especlfica.
Caracteristicas de Ia inmunidad especifica:

Primera. El sistema inmunitario especffico <<recuerda>> cada encuentro con un microorganismo o
antigeno extrafio, de forma que encuentros posteriores estimulan mecanismos de defensa cada vez
mas eficaces. A esto se le llama memoria inmunitaria y €5 |a base de la vacunacion protectora
frente  a las enfermedades infecciosas

Segundo. La respuesta Inmunitaria especlfica amplifica los mecanismos protectores de la
inmunidad natural (resistencia no especifica a la infeccion), dirige o centra estos mecanismos a los
lugares de entrada del antigeno, y de esta forma los capacita mejor para eliminar los antigenos
extrafios,

Las respuestas Inmunitarias especfficas se clasifican en dos tipos, en funcién de los componentes
del sistema inmunitario que median las respusstas.

Esté mediada por moléculas
en el suero sanguineo denomi-

Inmunidad nadas anticuerpos responsa--
Humoral hlesdel reconocimiento y ali--
Reststencia minacion del antigeno
sspecifica a Esta mediada por células lla-
Ja Infecciin madas linfocitos T Puede
Inmunidad transferirse a indwiduos nati-
Celular vos ¢on células procedentes

de indwiduos mmunizados,

Principales caracteristicas de las respuestas inmunitarias

Las respuestas inmunitarias humoral y celular frente a todos los antigenos tienen varias
propiedades fundamentales. El andlisis experimental de la respuesta nmunitania es, de hecho un
intento de proporcionar explicaciones moleculares y mecanicas a estas caracterfsticas
fundamentales de la inmunidad especifica.

Especificidad: las respuestas inmunitarias son especificas para antlgenas distintos. De hecho, las
respuestas inmunitarias son especificas para diferentes compenentes estructurales de proteinas
complejas, polisacaridos y otros antigenos Las porciones de dichos antlgenos que son reconocidas
de forma especifica por iinfocitos individuales se denominan determinantes o epitopos. Esta
refinada especificidad existe porque los linfocitos B y T individuales que responden a antigenos
extrafios expresan receptores de membrana que distinguen diferencias sutiles entre antfgenos
diferentes. Los linfocitos especificos de antigeno se desarrollan sin estimulacion antigénica, de
forma que en fos indivduos no Inmunizados existen clones de células con diferentes receptores de
antigeno y especificidades para reconocer y responder a la exposicion a antlgenos extrarios.

Diversidad' El nimera total de especificidades antigénicas de los linfocitos en un individuo, llamado
receptorio linfocitico, es extremadamente elevado. Se calcula que el sistema inmunitario de ios
mamliferos puede distinguir al menos 109 determinantes antigénicos diferentes.

Memoria: !.a exposicion del sistema inmunitario a un antigeno extrafio aumenta su capacidad para
responder de nuevo a ese antigeno De este modo, ta respuesta a una segunda vy posteriores
exposiciones al mismo antigeno, llamadas respuestas inmunitarias secundarias, suelen ser mas
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répidas mayores y a menudo cualitativamente diferentes de la primera respuesta intmunitaria o
primaria a ese anfigeno, Esta propiedad de la innmunidad especifica se llama memoria
inmunitaria. Varias caracteristicas de los finfocitos son responsables de la memoria;

a) Los linfocitos proliferan cuando son estimulados por antigenos, ¥ la progenie de un linfocito
senstble a un antigeno en particular tiene los mismos receptores antigénicos y, por lo tanto, la
misma especificidad que la célula original. Por ello, cada exposicion al antigeno expande el ¢clon de
los linfocitos especificos para ese antigeno

b) Las celulas memoria, que son Iinfocitos que han respondido previamente a una estimulacion
antigénica, sobreviven durante largos periodos incluso sin el antigeno De este modo, las células
memena estan preparadas para responder répidamente a la provocacién con el antigeno.

¢} Las células B memoria responden a concentraciones antigénicas menores y producen
anticuerpos que se unen al antigeno con mayor afimdad que lo haclan las células B previamente no
estimuladas

Autolimitacién; Todas las respuestas inmunitarias normales decaen con el tiempo tras la
estimulacion antigénica Existen varias razones por las que las respuestas inmunitarias son
autolimitadas

a) La primera y probablemente la mas importante, es que las respuestas inmunitarias inducidas
por antigenos actitan precisamente para eliminarlos. Esto supnme el estimulo de la activacion
linfocitaria

b) Tras la estmulacidn antigénica, los hinfocitos ejercen sus funciones durante breves pericdos
después de lo cual quedan en reposo, evolucionando a células memoria, ¢ se diferencian a células
terminales con una hemivida corta.

c} Los antigenos y las respuestas nmunitarias frente a los mismos, estimulan diferentes
mecanismos cuya principal funcion es la regulacion retroactiva de Ja propia respuesta.

Discriminacién entre fo que es propio y lo que no fo es: Una de [as propiedades mas sefaladas
del sisterna inmunitanio es su capacidad para dislinguir entre antigenos extrafios y antigenos
propios, De esta forma, los linfocitos de cada individuo son capaces de reconocer y responder a
muchos antigenos extraitos, aunque normalments no responden a las sustancias potencialmente
antigénicas presentes en ese individvuo. La autotolerancia es un proceso adquirido que debe ser
aprendrdo por los linfocitos de cada individuo. Ello ocurre en parte porque los linfocitos pasan en su
desarrollo por una fase donde el encuentro con el antigenho conduce a su muerte o inactivacion

Fases de Ias respucstas inmunitarias

Las respuestas mmunitarias especificas pueden dividirse en 1) la fase de reconocimiento 2} la
fase de activacion, y 3) la fase efectora.

Fase de reconocimiento: La fase de reconocimiento de las respuestas inmunitarias consiste en la
union de los antigenos extrafios a los receplores especificos situados sobre los linfocitos maduros
que existon anles de la estimulacion anfigénica Los linfocitos B, las células de la Inmunidad
humoral, expresan anticuerpos en su superficie que pueden unirse a protefnas, polisacandos o
lipidos extrafios en su forma soluble, Los linfocilos T, que son responsables de la inmunidad celular,
expresan receptores que reconocen solo secuencias peptidicas cortas en antigenos proteicos.
Ademas, los Iinfocitos T tienen la propiedad (nica de recanacer y responder solo a antigenos
peplidicos presentes en la superficie de otras células.

Fase de activaciém: Todos los Iinfocitos sufren dos importantes cambios en respuesta a los
antigenos. Prmero proliferan, lo que lleva a la expansién de los clones de linfocitos especliicos
para el antigeno y a la amplificacién de la respuesta protectora, Segundo, los linfocitos
evolucionan desde células cuya funcion basica es de reconocimiento a células gque actian
elimnando antigenos  extrafios De este modo los hinfocitos B reconocedores del antlgenc se
diferencian a células secretoras de anficuerpos, y los anticuerpos secretados se unen al antigeno
soluble (extracelular) y activa fos mecanismos que lo elimman. Algunos linfocitos T se diferencian a
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celulas que activan fagocitos que matan microorganismos intracelulares, y otros linfocitos T lisan
directamente células  que estan produciendo antigenos extrafios como proteinas virales. La
capacidad de las células T de reconocer antigenos unidos a células, dirige eficazmente la
inmunidad celular contra los micreorganismos intracelulares. Una caracteristca general de |la
activacion de los linfocitos es que habitualmente precisa de dos tipos de sefiales” la primera viene
dada por el antigeno y la segunda por otras céluias, que pueden ser <<células cooperadoras>> o
<<células accesorias>>,

Fase efectora La fase efectora de las respuestas inmunitanas es el estadio en que los linfocitos
que han sido activados de forma especlfica por los antigenos, realizan las funciones que llevan a su
eliminacion. Los linfocitos que actian en la fase efectora de las respuestas inmunitinas se
denomman células efectoras Muchas funciones efectoras precisan ia parficipacién de otras
células no linfoides {2 las que a menudo también denominamos <<células efectoras>>) y de
mecanismos de defensa que son también operativos en la Inmunidad natural. Por ejemplo, lfos
anticuerpos se unen a los antigenos extrafios y aumentan su fagocitasis por los neutréfiles y
monocitos sanguineos Los antrcuerpos también activan un sistema de proteinas plasmaticas
llamado complemento, que participa en la lisis y fagocitosis de microorganismos. Otros
anticuerpos estimulan la degranulacion  de los mastocitos y la liberacién de mediadores que
combaten las infecciones y son responsables del componente vascular de la inflamacion aguda,
Los Infacites T activados secretan hormonas protefcas, llamadas citocinas, que aumentan las
funciones de los fagocitos y estimulan las respuestas inflamatorias(®

E1 sistema del complemento

El complemento es un sistema de proteinas conectadas a nivel funcional que interactuan entre sf
de forma muy controlada para proparcionar muchas de las funciones efectoras de la inmunidad
humoral y de ia inflamacidn

Las principales funciones biolagicas del sistema del complemento son [as siguientes:

~ Ciertos componentes del complemento activados median la citolisis pohmerizandose sobre las
superficies celulares y formando poros o roturas en la Integridad de la doble capa de fosfolipidos de
la membrana celular

~ La opsonizacién de microorganismos extrafios, o particulas se produce por la union de las
proteinas del complemento a sus superficies Estas proteinas del complemento se llaman
opsoninas. Los leucecitos fagociticos expresan receptores especificos para estas proteinas. De
esta forma, las opsoninas facliitan la fagocitosis de particulas y microorganismos

~ La activacion de la inflamacién se produce en respuesta a la generacion de ciertos fragmentos
proteoliicos de proteinas del complemento Estos péplidos dervados del complemento actuan
sobre varias ceélulas. Activan a los mastocitos, produciendo reacciones que reproducen las de
hipersensibilidad mmediata: en casos extremos, esta reaccion puede imitar a una anafilaxia, por lo
gue a estos fragmentos péphdicos se les denomina anafilotoxinas  Otros objetives de estos
péptidos son el endotelio vascular y los leucocitos nflamatonios  Adermdas ofros fragmentos de las
proteinas del complemento pueden aumentar la respuesta del linfocito B frente al antigeno

~ Los complejos inmunitarios que podrian dafiar a los tejdos, se vuelven inocuos al unirse a fas
proteinas def complemento, lo que da lugar a la solubilizacidn de los mismos, la limitacion de su
tamafic y su aclaramiento fagocitico de la circulacion

El sistema del complemento ttene varias propiedades importantes que le capacitan para actuar de
forma eficaz contra Invasores extrafios sin lesionar los tejidos normales

~ La cascada proteolitica permite una enorme ampificacion, ya que cada molécula de enzima
actvada en un paso puede generar multiples enzimas activadas o fragmentos activos en el
siguiente pase.

~ El complemento actia como un mecanismo efector importante de la inmuridad humeral
especliica, por medio de la activacién miciada por los complejos antigeno-anticuerpo a la que se le
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denomina via clasica. EI complemento también participa en la inmunidad natural, con su activacién
en las superficies de los microorgamsmos sin anticuerpos a la que se le denomina via alternativa,
~ £l sistema del complemento esta muy bien regulado por varias proteinas solubles y asociadas a
las membranas que inhiben la activacion del complemento en multiples pasos Estos mecanismos
reguladores tiene dos funciones principales. Primero, hmitan o detienen la activacién dei
compiemento en respuesta a estimulos fisioldgicos. Segundo, evitan la activacion anormal o
espontanea del complemento sin la presencia de microorganismos y de anticuerpos(4)

La figura 3 presenta la accion andloga de las vias claswca y alternativa del complemento

( via cLAZICA via ALTERNATIVA )
(ADAPTATIVA) (NNATA)

Polisacandos de
wemBrana de
micraorganismes

COMPLEJOS
IMRAUNES +

CaConvertasa dé
laviz cldsica

Cy Convertasa de la
via altarmativa

C 5 Convertasa de la

Cg Convertasa de B
via alternativa

la via clasica

FORMACION DEL COMPLEJOD

C5.q DEATAGUE A LA
MEMBRANA, J

.

Figura 3 ... vias del complemento(?)

Citocinas

Ademas de las células, muchas de las moléculas secretadas conocidas como citocinas,
intervienen en la fase inductora y efectora de las respuestas inmunitarias Muchas de estas
citocinas se  producen por fagocitos monhonuglares y se dencminan monocinas mientras que
otras estan producidas por los linfocitos y se les lama linfocinas

Las citocinas de ordinano son glucoproteinas y comparten ciertas caracteristicas:

a) Una célula de ordinario sintetiza las citocinas en respuesta a estimulos y una vez gue se
producen, se secretan, No se almacenan preformadas dentro de las células.

b) Diversos tipos celulares producen la misma citocina

¢} Las citocinas individuales actian en distintos tipos celulares, es deair, son pleitrépicas y pueden
afectar varias células en diferentes maneras

d) Las diversas cilocinas comparten muchas funciones similares, es decir, sus acciones son
redundantes

&) Las citocinas a menudo influyen en las sintesis y afectan las acciones de otras citocinas Pueden
incrementar ¢ inhibir ambos criterios

f) La accion de la citocina ests mediada por la un©n a receptores especificos sobre las células
blanco, éstas tienden & ser muy poderosas.
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FUNDAMENTACION

Existen muchos mecanismos de defensa del hospedero en su esfuerzo para evadir a los
microorganismos que lo invaden. Uno de estos mecanismos inespecificos de defensa, es la
fagocitosis Esta se define como el fendmeno mediante el cuat una ceéluta engulle una particula
sompleta, por ejemplo’ bactenas, parte de ofras células, granulos de polvo o de pigmentos, etci®),
La fagocitosis representa uno de los sistemas de defensa mas primitivos en el hospedero®). La
fagocitosis juega un papel importante en las infecciones bacterianas vy, por lo tanto, es determinante
en el resultado de estas infecciones La actividad fagocitica primaria, en el curso de una infeccion
bacteriana, puede imitar la disperswin de las bacterias y prevenir el avance de Ia infeccion, pera
cuando la fagocitosis no es eficiente, se presenta una multiplicacion bactenana y por lo tanto, la
infeccién 9,

La virulencia de algunas bacterias, como los neumococos y Fhfwfle, esta relacionada con su
capsula antifagocitica que las ayuda a evadrr la ingestidn por los fagocitos; no obstante, cuando son
ingeridas, mueren (19 Otras bacterias como Hulmanafle, v Bucelle, son facimente ingeridas, pero

su virulencia esta relacionada con su capacidad para resistr la muerte intracelular19). La virulencia
de ofro tipo de bacterias, incluidos los estafilococos, estd relacionada en parte por su habilidad
para resistir tanto la ingestion come la muerte intracelular de los fagocitos(11.12),

Las celulas relacionadas de manera especifica con el fendmeno de la fagacitosis son leucocitos
polimorfonucleares (PMN), monocitos de sangre penférica y macréfagos tisulares (células de
Kuppfer, macrofagos alveolares, peritoneales, etc.)(®

Los leucocitos PMN cumplen una funcién importante en infecciones agudas, pues su actividad
fagocitica es mas eficiente y sus sistemas bactericidas mas potentes al compararseles con los
manocitos, sin embargo, los leucocitos PMN permanecen un promedio de 10 horas en circulacion
sobreviviendo después de la diapédesis solo algunos dias. Los monocitos circulan por un pericdo
de 12 a 102 horas; después pasan a los tejidos (evolucionando a macréfagos maduros) donde
pueden sobrevivir un fapso prolongado, factor determinante en infecciones crénicas®).

Los macrofagos al entrar en contacto con agentes invasores o praductos de microorganismos,
linfocinas o ambos, son capaces de presentar cambios morfolégicos y metabtlicos, lo que se
traduce de manera principal en una mayor actividad de las vias de produccion de energia,
incremento en nimero de lisosomas y en el de receptores de membrana asl como elevacion en
migracién, resultando de ello una mejor funcién de los mecanismos bactericidas. Cuando éstos
cambios suceden se les da el nombre de macréfagos activados. Estos son capaces de efectuar la
fagocitosis contra microorganismos resistentes a macréfagos normales. Otra caracteristica de los
macréfagos activados es que actian no sdlo contra el microorganismo que indujo su activacion,
sino sobre otros microorganismos(®

El proceso fagocitico se puede dividir en 4 estadios diferentes: quimiotaxis, opsonizacion, ingestion
y muerte intracelular. Todos los pasos estan Intimamente relacionados, todes ocurren en una célula
fagocitica determinada, y el fendmeno se efectla por todas las células fagociticas del foco
inflamatorio

QIMIOTAXIS:

La quimictaxis es el fendmeno mediante el cual moléculas secretadas por células en el faco
infeccioso atraen a PMN, siendo ésta la primera fase del fendmeno inflamatorio, las cuales
responden al estimuto llegando al foco inflamatono por medio de diapédesis y penpolesis, siendo la
quimictaxis la migracion de los PMN al foce inflamatorio en respuesta a las citocinas
producidas(12)

Las bacterias pueden generar factores quimiotacticos en su interaccidn con et complemento
séricol’®). En presencia de anticuerpos especificos, Ja produccion de factores quimiotacticos, son
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consecuencia de la activacion de la denominada via clasica del complemento Al activarse el primer
componente C4, activa los compenentes C4 y Co del complemento, los cuales tras una activacion
secuencial producen en la célula perforacrones gue matan a la célula a la que se unié C, 0 alguno
de los complejos formados. En la activacian se producen importantes mediadores humorales de |a
inflamacién, como Cgg que es un potente factor quimiotactico para neutrsfilos, monacitos ¥
eosinofilos También estimula a éstas células a desgranularse, adherirse al endotelo y a liberar
leukotrienes, los cuales por sl mismos son potentes mediadores de fa inflamagion(14)

OPSONIZACION:

Durante la opsonizacion, ta bacteria se combina con ciertas protelnas del suero y son mas
susceptibles a la ingestién por fagocitos(!®), Asimismo, algunas protelnas del suero que ayudan a la
ingestion, pueden ser llamadas opsoninas('®). Para facilitar la Ingestion de bacterias patogenas, las
opsorinas son un estabon importante entre las denominadas mmunidad celular y humoral.

La cpsonizacién puede efectuarse por anticuerpos especificos que pueden funcionar como
opsoninas!’”) Los anticuerpos como fa inmunoglobulina G o inmunogtobulina M, son capaces de
actuar como opsoninast!®), pero algunos como la inmunaglobuiina A, no pueden hacerlo!'9), Otra
forma de opsonizacion proviene de los fragmentos resultantes de la activacidn del complemento,
por ejemplo Cy, se une a los receptores CR1 sobre los fagocitos; Gy, puede ser roto a Cyyy, que se
une al receptor CR3, de la molécula MAC-1. Junto con el anticuerpo, ésta promueve |a ingestion
del organismo Esta es una funcién muy importante para la erradicacion de la mayorfa de las

bactenas y hangos!!4)

INGESTION:

Una vez que las bacterias patogenas son opsonizadas, son mas susceptibles a la ingestion por las
celulas fagociticas

El proceso de la ingestidn comienza con el arreglo de la bacteria a la superficie del fagocito
(adherencia) Los receptores para la porcién Fc de la molécula de inmunoglobulina se unen a su
ligande en el PMN, al igual que ta molécula opsénica Cap, de tal manera que en la superficie de la
celula fagocitica se forman los pseudépodos que preducen una vacuola rodeando a la bacteria
opsonizada, encerrandola ESTO ES LO QUE SE DENOMINA FAGOCITOSIS.

Posteriormente se formard la vacuola lisosomal y se fusionara con la fagocitica dando la vacuola
fagolisosomat encargada de dar muerte a lo fagocitado®@9).

Los Jeucocitos PMN cbtienen mucha de su energla metabolica para la ingestion, de la glicdlisis, asi
como de fa respiracion, permitiéndoles ingerir la pared celular de las bacterias en forma completa
en un ambiente anaerobice que existe en teidos infectados y debiltados en donde la circulacién
estd poco oxigenada

MUERTE INTRACELULAR:

Despues de la ingestion de la particula bacteriana por el fagocito y su encasillamiento dentro de la
vacuola fagocltica, o fagosoma, granulos citapldsmices se fusionan cen la vacuola. Cuando ocurre
la degranulacion, resulta la descarga explosiva de enzimas granulares y ofras proteinas
responsables de la muerte bactenana, dentro de 1a vacuola fagocitical®!), Después de ia ngestion
y degranutacion, fa muerte bacteriana ocurre de 5 a 10 minutos. Algunas bacterias son capaces de
sobrevivir dentro de los leucocitos PMN, pero generalmente su muerte ocurre rapidamente

Algunos de los mecanismos de muerte intracelular para las bacterias somn
1 - Proteinas catidnicas (Fagociting)

2 - Enzimas hidroliticas (Lisozima)

3. pH acido

4.- Peroxido de hidrogenao,

5 - Mieloperoxidasa + Perdxido de hidrégeno + Halurol1?)
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Para matar y digernr al microorganismo invasor los fagocitos cuentan con diferentes mecanismos:
produccion de metabolitos de oxigeno, coma aniones superéxido, peréxido de hidrégeno, radicales
hidroxilo u haluros con accion bactericida; productos independientes de oxlgeno como acido lactico,
proteasas y lisozima, actuando esta Ultima sobre el mucopeptido de fa pared bacteriana; lactoferrina
que es una protelna sintetizada por el fagocito que actua fljande hierro, el cual es indispensable
para la multiplicacion de ciertas bactenias

Algunos gérmenes pueden evadir los sistemas de degradacion bacteriana mediante produceion de
enzimas que neutralizan los diferentes productos con los que cuenta el fagocito. Asl mismo,
algunas bacterias son capaces de impedir ta fusin de los lisosomas a la vacuola fagocitica, lo que

tes  permite sobrevivir®),

VALORACION DE TRASTORNOS DEL SISTEMA FAGOCITICO:

Los trastornos del sistema fagecltico son raros y es posible que se presenten con diversas
manifestaciones, dependiendo del defecto particular. Estas manifestaciones pueden incluir
Infecciones bacterianas y micolicas crénicas y recurrentes, formacidn de granulomas y abscesos
prefundos, enfermedad gingival y periodontal, neumonias cavitarias, osteomelitis y lesiones
cutdneas necrdficas con cicatrizacion deficiente, entre otras. Hay diversas pruebas para la
valoracion funcional de las células del sistema fagocitico. Aungue no se efectitan en la mayor parte
de los laboratorios, porque no suele solicitarse y requieren cierto grade de pericia, Algunas de las
pruebas de uso mas frecuente como guimiotaxis, valoraciones para la destruccién intracelular vy
valoraciones para metabolismo oxidative, se aplican a los defectos fagociticos primarios que se
encuentran cen mayor frecuenciat®?),

Tiene importancia seguir ciertas precauciones en la manipulacion y el procesamiento de las
muestras obteridas para valoracion de defectos fagociticos?2.  Los neutrdfilos son células muy
sensibles que deben estudiarse en el transcurso de algunas horas luego de la recoleccion. La
tnica excepcion a la regla es la prueba con nitroazul de tetrazolio (NBT), que puede efectuarse el
dia siguiente a la recoleccion. Sin embargo cualquier resultado anormal en estas circunstancias

debe verificarse con muestras frescas(2?).

ESTUDIOS FUNCIONALES:

Las caracterlsticas funcionales de las células fagociticas pueden valorarse al analizar cada uno de
los pasos que conducen a la fagacitosis:

Quimiotaxis:

La qumiotaxis puede valorarse in vivo o in vitro. La ventana cutdnea de Rebuck es una de las
primeras &cnicas ideadas para valorar la movilidad y la respuesta in vivo de los leucocitos a la
inflamacion(3), Se efectua una abrasion superficial en una 4rea pequefia de la piel, y se cubre con
un cubreobjetos que se cambia a intervalos frecuentes durante 24 horas. A continuacién se analiza
el nitmero y el tipo de células migratonas fijas al widrio. Esta técnica no se utiiza con frecuencia en
climca, porque se dispone de ofras pruebas In vitro bien estandarizadas para valorar la quimiotaxis
y la movilidad

La valoracion de la quimictaxis con cdmara de Boyden es in vitro y consta de dos camaras que
contienen células y quimioatrayente, separadas por un filtro milipore. las células quedan atrapadas
en el filtro conforme migran al guimicatrayente.

La valoracidn de la quimiotaxis bajo agarosa mide ia migracion de leucocitos desde un cuenco
pequefio corlado en agarosa, hacia otros que contiene un guimicatrayente como FMLP (N-formil-L-
metionil-L-leucil-L-fenilalanina) Se mide 'a migracidn de células hacia el cusnco que contiene ef
guimioatrayente (migracion especifica), y se compara con la migracion hacia un cuenco sin
quimicatrayente (migracion aleatoria). A parlir de esfos dos valores se calcula  un Indice
quimiotactico (quimiotaxisfemigracién espontanea) y se compara con estandares normates(22),
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Pruchas para valorar el metabolismo oxidativo:

Prueba con nitroazul tetrazolio

La prueba con NBT se utliza en su mayor parte para investigar la enfermedad granulomatosa
cronica (CGD) Algunos otros padecimientos, como la deficiencia completa de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa de leucocitos, o0 el uso concomitante de D-pericilamina, dan por tesuitado una
prueba anormal con NBT. Esta prueba es relativamente facit de realizar y refieja la generacion de
superdxido en intensificacion respiratoria después de la fagocitosis

EI'NBT es una solucion hidrosoluble de color amarilto claro que forma azul formazan insoluble, con
la reduccion. Se efectla una prueba simple en laminilta, en ta cual las cé&iulas se incuban con NBT
después de estimulacion con forbol minstato acetato (PMA), que actua como un activador celular
que pasa por alto el sefialamiento mediado por receptares, Se tifie una laminilla testigo sin
estimulacion  con PMA, para comparacion. Despueés de {a comparacién de 15 minutos, las células
se contratfien con safranina, y se examinan al microscopio. Las células normales (positivas) tienen
citoplasma azul, y las anormales, citoplasma incoloro De otra manera, puede efectuarse una
valoracion cuantitativa en la cual el colorante reducido se extrae de las células con N,N-dimetil-
formamida o pindina caliente, después de incubacion adecuada con NBT. En seguida se mide por
espectrofotométna el colorante extraido(?2),

Destruccion intracelular

Cuando se valora la destruccién intracelular, es posible llevar a cabo una valoracion bacterciga o

fungicida La pnmera es la que se realiza con mayor frecuencia, por lo general con una cepa de
~"fx1pﬂ1ﬂvmum uomun. En esta valoracion, se incuban bacterias opsonizadas, con la suspencién de
granulocitos del enfermo para efectuar el estudio durante diversos intervalos (es decir 0, 30 min, 1

h, 2h) La reaccion se suspende al final de cada incubacion, y se agrega agua destilada para
generar lisis de las células, o bien puede agregarse hisostafin, una mezcla de enzimas muraliticas

especificas para j)(npfﬂfmmu& auwnn,  con el objeto de destruir bacterias exiracelulares, o usar
centnfugacion diferencial para separar bacterias relacionadas con células, de las libres de estas
Ulimas Las muestras resultantes se cultivan en agar para calcular €l nimero de bacteras
sobrevivientes, medidas como unidades formadoras de colonias. La destruccion intracelular de

f\,"upﬁiﬂawum auaens PO 1o general ocurre con rapidez, ¥ en granulocitos normales mas de 90% de

las bactenas quedan destruidas en el transcurso de 30 minutos de incubacion 243,
Quimioluminicencia. Esta valoracion mide la energia luminosa generada por células tras
fagocitosis y ef brote respiratorio La respuesta se recibe en forma de {uz, mediante un sistema de
deteccion fluorométrica.

Esta prueba, que depende de la generacion de 102, proporciona una valoracién precisa de!

metabolisma oxidativo. De modo similar a la prueba NBT, requiere que estén intactos todos los
pases previos a la destruccion de microorganismos Aun asl es mds precisa que fa valoracion con
NBT

En la valoracion de quimioluminicencia, los neutréfilos se incuban en presencia de una particula
ingerible, opsonizada, como latex o zimosan, en un frasco de centellen.

Se le agrega un compuesto fluorecente intermedio como lumninel, que actia como sustrato para el

102 con el objeto de intensificar la emisién de luz después de la fagocitosis e intensificacion

respiratoria. La respuesta luminicente puede medirse en el contador de centelleo beta a diversos
intervalos 0 en un gumioluminémetre especiali2?)

Prueba radiactiva de la fagocitosis

En este método se uliliza ef precipitado de atbumina antigeno-anticuerpo de suero bovino marcado
con yodo-125 como particulas para su inclusion celular (Ward, 1973) Este método no puede usarse
para probar la actvidad dpsonizante del suero El espectra técnico mas importante que hay que
monttorizar es fa eficiencia de eliminar el precipitade extracelular inmune de las células que
contienen el precipitado mmune Ingende  Simultaneamente se realizan dos controles para medir
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen diversas técnicas para valorar la funcionalidad de los polimorfonucleares, de ellas [a mas
comuin por sencilla, es la reduceién del NBT, la cual también tiene variantes, de estas varlantes que
se presentan para dicha técnica existen las cuanfitativas y las semicuanttativas de lo cual no se
sabe a ciencia clerta si al aplicar éstas los resultados que se obtienen son similares o na. En el
presente estudio se analizaran y compararan dos de ellas, para evaluar la eficiencia y confiabilidad
de la prueba semicuantitativa en placa, con la prueba cuantitativa espectrofotométrica de Ia
" reduccién def NBT  Para lo cual se estudiara una poblacién similar de donadores de sangre en el
INPer y en el Hospital Infantil de México "Federico Gémez", se estandarizaran las variables en cada
une de les métodos y finalmente se valorara la eficiencia en los resultados de [ndice fagocitico v de
activacion de vias metabdlicas por reduccion de!l NBT, de una con respecto a la otra, tomando
como referencia a la técnica espectrefotométrica por pader manipular vanables cuanfitativas v se
comparara con la semicuantifativa en placa, ponderando las varables de complejdad, tiempo,

equipo, adiestramiento, etc
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OBJETIVOS

Objetivo general.

Comparar la eficiencia de dos técnicas diferentes para evaluar fagocitosis basadas en Ia
reduccién del cloruro de p-nitro azul de tetrazolio.

Objetivos especificos:
1.- Estandarizacion de la técnica de reduccion del NBT en placa.

2.- Adaptacién a microtécnica y estandarizacidn de la técnica de reduccién del NBT
medido espectrofotométricamente.

3.- Establecer los valores de referencia para fagocitosis en adultos aparentemente sanos
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MATERIAL Y MEFODOS

1 - Agu)a para vacutainer
2 - Aplicadares de madera
3.- Asa bacterologica
4 - Bulbo para pipeta Pasteur
5 - Cajas de Petn grandes y medianas
6 - Camara de Neubauer
7.- Camyisa para vacutainer
8.- Espatula
9.- Filtros miflipere 0.22 micras
10 - Frascos de vidrio diferentes capacidades
11.- Gasas
12 - Gradilla para tubos de ensaye
13 - Jeringas de 3y 20 mL

14.- Ligadura

15.- Matraz aforado 10 mL
16 - Matraz aforado 25 mlL
17 - Matraz aforado 50 mL
18 - Matraz aforado 100 mL
19 - Matraz aforado 250 mL
20.- Matraz aforado 500 mL
21 - Matraz aforado 1000 mlL
22.- Mechero Bunsenn

23 - Micrepipeta 5- 40 pl
24 - Micropipeta 40- 200 pl
25 - Micropipeta 200-1000 pL

26.- Perlas de Vidrio
27 - Pinzas de diseccion

28 - Pipeta graduada 1mL
29 - Pipeta graduada S5mL
30 - Pipeta graduada 10 mL
31 - Pipeta Pasteur

32 - Pizeta

33 - Portafiliros
34 - Portaobjetos con marcas en forma de circulo de 1 5 em de didmetro

35.- Puntas para micropipeta

36 - Tubos conicos de plastico 15 mL
37 - Tubos con tapon de rosca 13 x 100
38 - Tubes ependosf 2.5mL
38 - Tubos vacutainer con vaclo, tapdn guinda

40 - Vaso de precipitados 100 mL
41 - Vaso de precipitados 500 mL
42 - Vaso de precipitados 1000 mL
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REACTIVOS

(Instituto Nacional de Perinatologia)

Nombre Peso Mol. Pureza Marca Numero

1 - Aceite mineral Sigma

400-5

2 - Acido acético glacial 6005 100.0% Merck 200068
3 - Acido citrico. Hy0 21014 99.5% Merck 244

4 - Acido clorhldnco 3645 37.0% Merck 317

5 - Agar dexirosa y papa Bioxon 119-1
6 - Alcohol 1sopropilico 6009 100.0% JTBaker 9084

7 - Azul fripano 100 0% Sigma

468

8 - Bicarbonato de sodio 84 00 100.0% JTBaker 35086

9 - Cianuro de potasio 56 00 98.7% JTBaker 3386
10 -Citréto trisodico 2H0 29410 99.5% Merck 244
11.-Clorure de caltio 2H20O 147.00  99.0% Sigma 4064
12.-Cloruro de magnesio 6H,0 20330 953% Merck 5833
13.-Cloruro de potasio 7456 99.5% AlliedCH 2150
14 -Cloruro de p-nitro azul de tetrazolio 81770 98.0% Research 298839
15 -Cloruro de sodio 5844 99.5% Merck 6404
16.-Fosfato de potasio monobdsico 136 09 100 0% JTBaker 3246
17 -Fosfato de sodio bibasico 141.96 99 0% Merck 6586
18.-Fosfato de sodio monchasico 137.99 99.5% JTBaker 3818
18 -Gelatina bacteriolégica 100.0% Balti BL

158
20 -Glucosa 180.16 100.0% Merck 900294
21.-Medio minimo escencial 100.0% GibcoBRL
22.-Rojo de fenol 100 0% Merck
7241
23 -Safranina S5SA
24 -Sulfato de magnesio 7HyO 24648 995% Merck 5886

MATERIAL BIOLOGICO

1.- Cepade (archeden affiwams, nOmMero 10231

2 - Zymosan-A {f‘(.‘]/!ﬁﬂﬂif"gﬂ,‘y uwwtrﬂxw,) Sigma numero Z-4250
3 - Suero POCL humano (mezcla de sueros humanos)
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REACTIVOS

(Mospital Infantil de México "Federico Gomez'™)

Nombre

1 - Acelte nineral

2 - Acido acético glacial

3.- Acido clirico

4.- Acido clorhidrico

5 - Agar dextrosa y papa

6 - Azul tripano
23850

7.- Bicarbonato de sodio

8.- Gianuro de potasic

9.-Citrato trisédico.2H,0
10.- Cleruro de calcio 2H,0
11.- Cloruro de magnesio. 7H,0

12.- Cloruro de potasic

13.- Clorure de p-nitro azul de tefrazolio
14.- Cloruro de sodic

15.- Dioxano

16.- Fosfato de potasio monobésico
17 - Fosfato de sodio dibasico 12H,0
18 - Fosfato de scdio monobasico

19 - Gelatina bacterioldgica

20 - Glucosa

21 - Medio minime esencial

22 - Rojo de fenol

23 - Safranina

24 - Sulfato de magnesio 7H,0

1 - Autoclave

2.- Balanza analitica

3.- Vortex

4 - Campana de flujo lammar
5 - Centrifuga clinica

Pesc Mol

80 05
21014
36 46

56 00
294.10

147 10
246 45

74.55
817.70
58 44
22000
74.55
358 15

137.99

180.16

246.49

APARATOS

& - Espectrofolométro BECKMAN DU 640

7 - Incubadora
8.- Microcentrifuga para ependorf
9.- Microscopio simple

10.- Potenciometro

11 - Refrigerader

12.- REVCO

29

Pureza

100 0%
99 0%
36.5%

98 7%
99 5%
99.0%
99.5%
99 5%
98.0%
99 0%
100.0%
99.5%
99.0%
99 5%
100 6%
100 0%

100 0%
100 0%
99 5%

100 0%

98 5%

Marca Nimero
Sigma 400-5
JTBaker 9507
JTBaker 118
TechnicaQ A13670
Bioxon 1191

Sigma

Lailz
JTBaker 3386
Merke 51088R
Sigma 4064
JTBaker 2500
JTBaker 3040
JTBaker 298839
JTBaker 3624
Merck 208
JTBaker 3040
JTBaker 3822
JTBaker 3818
Baltimore 158
Merkc 900294

Microlab
Merkc 7241
Lanz
JTBaker 2500



METODOS

Obtencion de leucocitos PMN

Se obtienen de 2 a 3 mL de sangre venosa heparnizada, se transfieren a 3 mL de Alsever
gelatina estéril. Incubar a 37°C por 45 minutos. Se separa la capa superior y se transfiere a un
tubo 13 por 100 con tapén de rosca esténl, se centrifuga por 5 min a 2000 rpm  Agregar agua
destilada esténl, se lavan dos veces con solucion Alsever. Hacer una diluctén 1°10 con azul
tripano al 02%. En una camara de Nelbauer se determina la viabilidad de los PMN, se

cuantfican los vivos y se ajustan a la concentracion de 1.5-3 millones de PMN por miliiitro(25),

Reduccion del NBT en placa

Se colocan 50 microlitros de la suspension de PMN en un portaohjetos para fluorometria
previamente tratado, se incuba en camara hiimeda durante 20 minuwtos a 37°C. Se lava
suavemente con 5 ml de PBS. Se colocan 50 microlitros de la suspension de Cindul offcons ¥ se
incuban a 37° C por 7 minutos. Se lava suavemente con 5 ml de PBS Se tifie con safranma
durante 10 min , se lava suavemente con agua destilada, se deja secar y se leen al micréscopio
en 100X Toda la técnica debe ser manejada en condiciones de esterilidad(25)

Reduccion del NBT medida por espectrofotométria

Rotular los tubos como.  F= fagocitando ¥y R= reposo, la prueba se realiza por duplicado
Agregar a los tubos F=350 pl. y R=400 ul. de amortiguador Krebss Henseleit Colocar a los tubos
F=50 plL de zymosan-A activado, Celocar en ambos tubos 100 uL de cianuro de potasio
Preincubar a 37°C por 5 min Adicionar 400 ul. de NBT al 0.1% en S.SN mas 100 ul de la
suspension de PMN a una concentracién de 20 millones por mililitro. Incubar a 37° C por 15 min.
Detener la reaccion con 2 mlL de acido clorhfdrico 2 5 N. Centrifugar a 2000 rpm durante 15 min.
Tirar el sobrenadante y agregar al sedimento 4 ml de pindina o dioxano extraer por 20 min en
bafio maria Centrifugar a 2000 rpm durante 15 min Colocar el sobrenadante en tubos impios y

leer a 515 nm, se usa un blanco del solvente (26),
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RESULTADOS

Se estudiaron cada uno de los pasos que involucra la Técnica de Obtencidn y purificacién de

Leucocitos

Se modifico el anticoagutante en sargre completa para conocer el efecto que tienen sobre la
adherencia de los PMN a la placa de vidno Obteniendose los resultados que se presentan en el

cuadro 1
Cuadro 1...
[ NOMBRE DEL ADHERENMNCIA A
ANTICOAGULANTE DE LOS PMN
Hepanna MNegativa
(100pL de 5000 UK mb)
EDTA Negativa
{tubos vacutaner)
Sangre sin Positiva
anticoagulante
vy

Al modificar el anticoagulante con el gradiente Alsever-gelatina, para analizar el efecto que tene
sobre la viabilidad de los Leucocitos Obteniendose los resultados que se presentan en el cuadro 2.

Cuadro 2...
NOMBRE DEL RELACION CON LA
ANTICOAGULANTE VIABILIDAD DE LEUCOCITOS
Hepatina 67-89%
(100 gL de 5000 Ulfmi)
EDTA 85- B8 %
(tubes vacutainey)
Sangre sin anticoagulante 89- 93 %
Utiizacién de perla de vidno 97 - 100 %
N A

Se estudio la cantidad de Leucccites presentes en diferentes volumenes de sangre Los
resultados obtenidos se muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3 ..

VOLUMEN DE CUENTA DE LEUCOCITOS
SANGRE MILLONES I mL
30mL 50-70
1B mL 25-40
086 me 10-20
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Se estudiaron algunos métados para fa bsis de los enitrocitos, el elegido debe ser adecuado para no
dafiar a los Leucocitos Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro 4:

Cuadro 4 ...
SOLUCION | LISIS TOTAL TIEMFO DE CONTACTC MUERTE DE
USADA DE ERITROS | CONLOSLEUCOCITOS | LEUCOCITOS
Agua negativa 1 rinuto posttiva
destilada
Acido positiva 1 minuto positiva
acét 2%
Acido positiva 1 minuto positiva
acét 1%
Acido positiva 10 segundos negativa
acét 1%

Se estudiaron: cuenta total de Leucocitos, cantidad de Leucocitos resuspendidos en 1 mL de MEM.
para evaluar la recuperacion de Leucocitos con el gradiente Alsever-gelatina Los resultados
obtenidos se presentan en el cuadro 5.

Cuadre 5 ...
NUMERGC DE | CUENTA TOTAL DE LEUCOS | GLENTA PARCIAL DELEUCOS | PORGENTAIE DE
MUESTRA, EN 5000 DE SANGRE EN 1 L DE MEM RECUPERACION
1 2,200,000 1,425,080 647
2 3,750,000 1,475,000 322
3 2,550,000 1,175,000 460
4 3,300,000 1,237,500 75
5 3,250,000 1,437 500 442
E 3,200,000 1,562,500 488
7 3,500,000 1,912,500 545
8 3,600,000 2,200,000 610
9 4,550,000 2,137,500 469
10 3,200,000 1,187,000 370
1 3,500,000 1,775,500 500
12 3,150,000 1312,500 16
13 2,400,000 1,037,500 432
14 3,600,000 1,462,500 406
15 3,400,000 1,762,500 g
16 5,525,000 1,712,500 326
17 3,950,000 1,625,000 411
18 3,200,000 1,037 500 324
19 3,850,000 1,337 500 347
20 3,350,000 1,325,000 .395
2 3,950,000 2,000,000 06
\_22 4,050,000 2,087 000 515 )
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Los parametros estadisticos basicos del cuadro 5 se presentan en e! cuadro 6,

Cuadro 6,

PARAMETRO [ CUENTA TOTAL DE LEUCOS [ CUENTA PARCIAL DE LEUCOS PORCENTAJE DE‘\\
ESTADISTICO |  EM 50041 DE SANGRE EM 1 ml DE MEM RECUPERACION
Media 3,480,000 1,555,700 449
poblacional
Desviacion 066 035 86
estandar
intervalo de
confianza (2,160,000-4 800 000) (855,000-2,255,700) (27.7-621)
Coeficiente 19% 25% 19%
\de varacrin J

La mimma concentracién de Leucocitos viables se ilustra en el cuadro 7:
Cuadro 7 ...

LEUCOCITOS

( COMCENTRACION DE

CUENTA DE LEUCOCITOS
MILLONES § mL

]

Mihima
Maxima
Promedio

8
11750 % 10
22000 x 10
16875 x 10

Los resultados del porcentaje de viabiidad en ios Laucocitos se presentan en el cuadro 8

Cuadro 8 ...
/NCIMER’O DE | PORCIENTO DE NUMERO DE PORCIENTO DE N
MUESTRA VIABILIDAD MUESTRA VIARILIDAD
1 966 15 981
2 1000 t7 976
3 98 2 18 1000
4 95 4 19 850
5 959 20 950
b 990 21 956
7 8385 22 970
8 1000 23 992
9 1000 24 935
10 97 8 A 1000
11 89 3 26 887
12 000 27 9 3
13 932 28 981
14 979 29 963
" 15 98 4 30 95.0 .

NOTA estas viabzhidades fuerén tomadas usando solucién de Tanks despugs de adicionar el

dcido acélico al 1%
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L.os pardmetros estadisticos basicos del cuadro 8 se presentan en el cuadro 9

Cuadro 9 ...

(F’AR}",METRO ESTADISTICG % DE VIABILIDAD w
Media poblacional 952
Desviacidn estandar 1.4
Intervalo de confianza (85.4 - 100.0)

Coeficiente de vanacion 15

Téenica estandarizada resultante para Ia obtencién ¥ purificacion de leucocitos:

1.- Colocar 500 pl. de sangre venosa sin anticoagulante en un tubo vacutaner que contenga 500 pl.
de Alsever-gelatina y una perla de vidrio

2.- Agitar suavemente durante 10 segundos, retirar el tapon del vacutainer, quitar el exceso de
sangre del tapén y volverlo a colocar

3 - Incubar de 30 a 45 min a 37°C, hasta la sedimentacién total de los eritrocitos

4.- Separar la parte clara superior que queda después de la sedimentacién de los eritrocitos

§ - Centrifugar 10 min a 2000 rpm

6 - Colocar 60 ul. de &cido acético al 1%
.7.- Agitar por 10 seg

8 - Colocar 8 mL (en tubo 13 x 100 ) ¢ 10 mL (en tubo cénico de 15 mL}) de MEM o solucién de
Hanks.

9.- Lavar dos veces con sofucién de Hanks

10 - Resuspender en 300 pL de solucion de Hanks,

11.- Hacer una dilucién 1°5 con azul tripano al 0.2%

12.-Contar en camara de Neubauer y ver viabilidad (esta debe ser mayor a 95.4%), sacar la cuenta
con fa siguiente férmula

Cuenta de leucos en la camara x 2 5 x 1000 x dil = # de leucos / mL
13.- austar a 2 x 10 & de leucacitos por miliitro utilizando la siguiente formula-
(V) {Cy) = (Vo) (C;) despejando;
Vp=(Vy){C))/C,  donde,
V, = cantidad desconocida expresada en pL
Vi = volumen constante de 300 pl

concentracion de ieucos obtenida de 1a formula del punto 12 expresada en leucos per mL

L
!

G, = concentracion constante de 2 x 108 leucos / mL
Nota. ver el apartado de propuestas y/o recomendaciones
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Para lograr la estandarizacion de la técnica de reduccion de NBT en placa se estudiaron los

parametros que ésta implica

Para tener una superficie delimitada con drea conocida, se disefiaron los portaobjetos especiales
para tal caso, el esquema de estos se muestra a continuacton.,

En el estudio del area se obtuvieron fos resultados que se muestran en el cuadro 10°

Cuadro 10
ciRCULD DEL CAMPO VISUAL DEI.
PORTAOBJETOS MICRQSCORIO
Diametro 15 mm G2 mm
4 2 2
Area 176 7 mm 00314 mm

Con estos datos se célculo el numere de campos visuales que contrene el drea delimitada del
portachjetos obteniendose un total de 5,627.38 campos en una area de 176 7 mm2,

Para conocer el nimero de células funcionales y adhendas a la placa se estudiaron 40 campos
distribuidos en el drea delimitada del portaokyetos Los resuftados se muestran en el cuadro 11:

Cuadro 11,

s

Cuenta de leucoctos en
1 mL de MEM

~
2,787,500

% de PMHN en sangre
{hibliografia)

65%

Cuenta da PMN teal

1811875

PMAN presentes en 100 2L
(rolumen de la muestra)

181,157

Pramedio par campa N=40

129

Células adhendas

725493

Promedio x # de campos

Faorcentaje de adherencia

40%
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£n el cuadro 12 se muestra el numero de PMN por campo.

Cuadro 12 ..,

NUMERO DE CAMPO PMN NUMERQ DE CAMPO PMN
1 § 21 9
3 9 22 10
3 7 23 8
4 10 24 g
1] 12 25 11
B 14 25 10
7 11 27 11
] 19 28 B
9 i4 28 16

10 14 30 8
" 18 N 13
12 18 32 149
13 | 33 7
14 15 34 18
15 9 35 24
16 1 36 10
17 12 37 23
18 17 k] 13
19 7 39 20
\_ an 11 40 20 )

Los parametros estadisticos basicos def cuadro 12 se presentan en el cuadro 13

Cuadro 13 ...

r PARAMETRO ESTADISTICO

o)

Media poblaciohal
Desvacitn estandar
lntervalo de confianza

Coeficiente de vanacién

129
49
(51227
3%

Se estuds el Tiempe de adhesion de PMN a |a placa.Los resultados obtemidos se presentan en el

cuadro 14, ¢
Cuadro 14
(T}EMPO DE INCUBACION | PROMED!G DE CELULAS FORMACION DE M
EM MINUTOS ADHERIDAS POR CAMPO SINCITIOS (CUALITATIVO}
20 a7 Negativo i
25 14.51 Negativa
30 19.05 Positiva
6l 2366 Pasitivo
90 32,40

Positivo /J
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En el estudio de la relacion

PMN/Levaduras se obtuvieron los resultados que se ilustran en el

cuadro 15
Cuadro 15 .,

RELAGION LEVADURAS SATURACION RUPTURA

PMN/LEV LIBRES DE PMN DE PMN
110 et Paositiva Positiva
15 +++ Positiva Negatva
12 + Negativa Negativa
11 - Megativa Negativa

Se realzo un estudio tanto de la Concentracion del Cloruro de p-Mitro azul de tetrazofio fanto con
&l solvente como con la concentracién del NBT para establecer las condiciones adecuadas y poder
apreciar sin problemas fa reduceidn. Los resuttados obtenidos se muestran en el cuadro 16

Cuadro 16 ...

CONCENTRACIGN SOLVENTE PORCENTAJE DE
DEL NET UTILIZADO REDUCCION
01% Agua destilada 10-15%

0 1% S0l salina hormal B80-86%
02% Sal safina normal 95-100%

Técnica estandarizada obtenida para reduccion de NBT en placa

1 - Colocar 100 pb de la suspension de leucocitos 2 x 105 PMN/mL en el drea delimitada por el
circulo del portachjetos

2 - Incubar por 20 min a 37°C en ¢cdmara himeda

3 - Lavar suavemente con 5 mL de PBS

4.- Colocar 100 yl. de Ja suspencion de (indule offunns 4 x 108 Lev / mL. En el caso de usar

Zymosan-A colocar 100 pL de una suspenstan con concentracion de 1mg/mL

5§ - Incubar 10 min a 37°C en camara himeda

6 - Lavar suavemente con PBS

7 - Tefir con safranina para tincion de Gram por 10 min

8.- Lavar suavemente con agua destilada

9 - Dejar secar

10 - Leer 200 células en ef microscopio a 100x

11 - Sacar porcentaje de Reduccion (%R), los PMN que contienen levaduras azules en su interior
se consideran positives a la reduccion, los PMN que contienen levaduras rosas en su interior se
consideran negativos a la :educcian

El % de reduccion se saca con la siguente formula:

%R = PMN con levaduras reducidas / Tota! de PMN que fagocitaron
12 - Sacar porciento de Fagoctosis (%F), Los PMN que contienen levaduras en su interior se
consideran positvos a la Fagocitosis, los PMN que no contienen levaduras en su intenor se

consideran negatvos a la Fagocitosis
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El % de Fagocitosis se saca con la siguiente formula’
%F = PMN que fagocitaren / Total de PMN contados

13.- Sacar indice Fagocftico (IF), se cuentan las levaduras gue se encuentran dentro de los PMN, v
se saca con la siguiente formula

IF = Numero de levaduras ingeridas / Total de PMN que fagocitaron
Nota: ver el apartado de propuestas y/o recomendaciones.

Estudio de 30 muestras de adultos aparentemente sanos. De astas muestras se determind de
manera semicuantitativa, el Porclento de Reduccion del NBT, el Porciento de Fagocitosis y el Indice
Fagacitico.

Los resuttados del Parcentaje de Reduccion por 200 PMN, se muestran en el cuadro 17:

Cuadro 17 ...
( MUMERQ DE | PORCIENTO DE NUMERO DE PORCIENTODE )
MUESTRA | REDUGCCION (%R) MUESTRA REDUCCIGN (%R)

1 957 16 mon

2 900 17 1000

3 995 18 93 2

4 o7 § 19 955

5 980 20 990

6 97 5 21 963

7 83.0 22 1000

38 98.5 23 98 4

9 99,0 24 931

10 1000 25 986

11 1000 26 99 5

12 1000 27 1000

13 3948 28 978

14 956 29 98,0

15 1000 20 ag 0 J
N

Los paradmetros estadlsticos basicos del cuadro 17 se presentan en ef cuadro 18;

Cuadro 18 .,

(PARAMETRO ESTADISTICO PORCIENTO DE REDUCCION W

Media pohlacional 93 2 ‘
Desviacion estandar 21

Intervalo de cenfianza ©40-1000) -
Coeficiente de vanacion 21
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Los resuftados del Porcentaje de Reduccion con respecto a la media poblacional del cuadro 18, se
muestran en e! cuadro 19

Cuadro19 ..
NUMFRC DE PORCIENTC DE NUMERO DE PORCIENTO DE

( MUESTRA REDUCCION MUESTRA REDUCCION

1 97 45 16 100 0D

2 91 64 17 100.00

3 100 00 16 10000

4 99,28 13 100.00

5 9979 20 100,00

B 9928 21 93 06

7 99,79 22 100 G0

5] 100 0C 23 100 00

9 100 00 24 108.00

10 100.00 i 100.00

1 100 00 26 10000

12 100 00 27 100 00

13 95 43 28 9928

14 97 35 29 9579

15 100 00 30 10000 J
S

Los pardmetros estadistices basicos del cuadro 19 se presentan en el cuadro 20

Cuadro 20 ..
@F\’AMETRO EstanisTica | PORCIENTG DE REDUCClON\

Media pohlacignal B9 27
Deswacién estandar 171
intervalo de confianza (95 85 - 100 00)
Coeficiente de vanacidn 172
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Los resultados del porcenta)e de Fagocitosis por 200 PMN, se muestran en el cuadro 21

Cuadra 21 .
ﬁ\JUMERO DE PORCIENTG DE NUMERQ DE PORCIENTOQ DE N
MUESTRA FAGOCITOSIS MUESTRA FAGOCITOSIS

1 940 16 9545

2 955 17 95

3 950 18 940

4 94 4 19 945

4] 945 20 960

G S60 21 945

7 940 22 980

i 945 23 96 3

9 9655 24 944

1n 960 25 970

i 970 26 %68

12 95.5 27 955

13 96 5 28 965

14 940 29 95 3

15 955 20 970 )
AN

Los pardmetros estadlsticos basicos del cuadro 21 se presentan en el cuadro 22:

cuadro 22 ..

’ PARAMETRO ESTADISTICO | PORCIENTO DE FAGOCITOSIQ

Media poblacional 957
Deswiacién estandar 1.1
Intervaio de confianza @35-579)
Caoeficiente de variacion 11
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Los resultados del Porcentaje de Fagocitosis con respecto a la media poblacional del cuadro 22, se
muestran en el cuadro 23

Cuadio 23 ...
NUMERO DE | PORCIENTO DE NUMERO DE PORCIENTO DE-\
MUESTRA FAGOCITOSIS MUESTRA FAGOCITOSIS
1 98 22 16 8979
2 9374 17 100 00
3 99,26 18 98 22
4 93 74 19 o874
) 9874 20 100.00
4] 100 00 21 98 74
7 88 22 22 100 0D
5] a8 74 23 100 GO
g 100 00 24 9374
10 10000 2h 100,00
1 100 00 26 0000
12 10000 27 9979
13 10000 ] 100 00
14 98 22 29 100 08
15 106 00 30 100 00
\ J

Los parametros estadisticos basicos del cuadro 23 se presentan en el cuadro 24,

Cuadio 24 .

(PAHJ’RMETRO ESTADISTICO | PORCIENTO GE FAGOCITOSISW

Media poblacional 99 65
Desviacidn estandar 0va
Intervalo de confianza {93 25 - 100 00)
Coeficiente de vanacion 070
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Los resultados del [ndice Fagocitico por 200 PMN, se muestran en el cuadro 25

Cuadro 25 ...
(NOMERO DE iNDICE NUMERO DE |  [NDICE
MUESTRA | FAGOCITICO | MUESTRA | FAGOCITICO

1 3.04 16 230

2 260 17 237

k| 273 18 2.36

4 236 12 238

5 233 20 214

b 238 21 238

7 214 22 230

a 221 23 221

9 282 24 283

10 222 25 230

11 2.34 25 240

12 241 7 220

13 264 28 200

14 270 29 270
15 220 Y 200

Los parametros estadisticos basicos del cuadro 25 se presentan en ) cuadro 26

Cuadro 26 ...
( PARAMETRO ESTADISTICO | INDICE FAGOCITICO W
Media poblacional 242
Deswviacidn estandar 024
Intervalo de confianza (1.94 - 2.90)
Coeficiente de variacitn 9.90

Estudio de 20 muestras pareadas con la técnica espectrofotométrica utizando Candida, affuans v
Zymaosan-A

Los resuttados del Porciento de Fagacitesis de (amfulu offwans por 200 PMN se presentan en el

cuadro 27
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Cuadro 27.

NUMERO DE | PORCIENTODE | NUMERO DE | PORCIENTODE )
MUESTRA FAGOCITOSIS MUESTRA FAGOCITOSIS
1 96 0 11 940
2 940 12 955
3 a7 0 13 960
4 2RI 14 950
5 960 15 90
5] 95 5 16 97 0
7 a5 0 17 980
a 9 5 i8 960
9 950 19 %0
10 940 20 940 )

Los parametros estad(sticos basicos del cuadro 27 se presentan en el cuadro 28

Cuadro 28 ..

[ PARAMETRO ESTADISTICO | PORCIENTO DE FAGOCITOSISW

hedia poblacional 95 §2
Deswiacion estandar 107
Intervalo de confianza (93 68-97.96)
Coeficiente de vanacidn 110

Los resultados para Porciento de Fagocitosis con Candide affrom con respecto a la media
pablacional del cuadro 28 se muestran en el cuadro 29

Cuadro 29 ..,
/NUMERO DE PORCIENTO DE NUMERD DE PORCGIENTO DE
MUESTRA FAGOCHOSIS MUESTRA FAGOCITOSIS
1 Hvag) 11 981
2 981 12 896
3 e 0 13 1000
4 1000 14 000
A 1000 15 100.0
B 1000 16 1000
7 1000 17 1600
g mpo 18 1000
9 1000 19 1000
10 981 20 958.1
e v
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Los parametros estadisticos bastcos del cuadre 29 se presentan en ef cuadro 30.

Cuadro 30 .

ﬁARAMETRo ESTADISTICO

PGRCIENTO DE FAGOCITOSIE,W

tedia poblacionat
Deswiactdn estandar
Intervalo de confianza
Coeficiente de vanacidn

99 60
077

(98 6-100.0y
070

Los resultados del Indice Fagocitico con respecto a 200 PMN, se muestran en el cuadro 31.

Cuadro 31 ...
(NUMERO DE |  INDICE | NOMERO DE |  INDICE )
MUESTRA FAGOCITICO | MUESTRA FAGOCITICO
1 252 11 244
2 287 12 277
3 269 13 291
4 260 14 314
5 318 15 312
B 302 16 313
7 291 17 271
8 289 18 297
9 290 19 289
10 283 20 291
e )

Los parametros estadlsticos basicos del cuadro 31 se presentan en el cuadro 32.

Cuadyo 32 .

( PARAMETRO ESTADISTICO

iINDICE FAGOCITICOW

Media pohlacional
Deswacion estandar
Intervalo de confianza
Coeficiente de vaniacion

287
019

(2 49-3 25)
6 B0
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Los resultados del Porciento de Fagecitosis de Zymosan-A por 200 PMN se presentan en el
cuadre 33

Cuadio 33
( , . N
NUMERG DE| PORCIENTO DE | NUMERO DE | PORCIENTO DE
MUESTRA | FAGOCITCSIS | MUESTRA | FAGOCITOSIS
i 960 1" 980
Z2 97.0 12 970
3 980 13 Eran
4 90 14 580
] 93.0 18 98.0
b 90 16 970
7 97.0 17 9810
g 980 18 970
9 990 19 950
\—10 9714 20 870 J

Los parametros estadisticos basicos del cuadro 33 se presentan en el cuadro 34

Cuadro 34 ...

(FJARﬁMETRO ESTADISTICO PORCIENTO DE F.&GOCITOBISW

Medha poblacional 97 75
Desgviacidn estandar 071
intervalo de confianza (95 33 - 99 17)
Coeficiente de vanacién 070

Los resultados para Porciento de Fagocitosis con Zymasan-A con respecto a ta media pablacional
del cuadro 34 se muestran en el cuadro 35

Cuadro 35
(NUMERO DE | PORCIENTO DE | NUMERO DE |PORCIENTO DE\
MUESTRA | FAGOCITOSIS | MUESTRA | FAGOCITGSIS
1 100 00 1 100 00
2 99 43 12 99 48
3 10000 13 99 45
4 100 00 14 100 00
5 100 060 15 100 00
5 100 00 16 85 48
7 98 4B 17 100 00
] 100 00 18 99 48
] 10000 19 100 00
10 98 48 20 89 48
. A
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Los paramefros estadisticos basicos del cuadro 35 se presentan en el cuadro 36

Cuadre 36 ...

ﬁ'ARAMETRO ESTADISTICO | PORCIENTO DE FAGOCITOSIS w

Media poblacionat 89,79
Desviacion estandar 026
Intervale de confianza (99.27 - 100 DNy
Coeficients de variacion 026

Estudio de 6 muestras pareadas con la técnica espectrofotométrica usando cianuro de potasio:

Los resultados de Porciento de Reduccion de Cindida. sffcans por 200 PMN se presentan en el
cuadro 37

Cuadro 37 ...

{WUMERO DE | PORCIENTO DE )
MUESTRA | REDUCGION

1008
980
90

100.0
99.0
930

(= e IS G B3 I N

Los parametros estadisticos basicos del cuadro 37 se presentan en el cuadro 38

Cuadro 38 .
EARAM&TRO ESTADISTICO | PORCIENTO DE REDUCCI(’)NW

Mediz poblacional 9900
Deswviacién estandar 089
Intervalo de Confianza (97.22-10000)
Coeficiente de variacién 080
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Los resuitados del Porciento de Fagocitosis de (ardifn offuany por 200 PMN se presentan en el

cuadro 39
Cuadro 39 ...
ﬁJUMERO DE | PORCIENTO DE )
MUESTRA | FAGOCITGEIS
1 9510
2 94 6
3 940
4 950
5 94.0)
5 945
\_ L

Los parametros estadisticos basicos del cuadro 39 se presentan en el cuadra 40

Cuadro 40 ,,,

ﬂDARAMETRo ESTADISTICO | PORCIENTO DE FAGOCITOSIS\

tedia poblacianal 4 51
Deswacion estandar 044
intervalo de confianza (93 63- 9539
Coeficients de vanacion 040

. N | i "
Los resultados para Porciento de Fagocitosis con Camdide affears con respecto a Ia media
poblacional del cuadro 40 se muestran en el cuadro 41,

Cuadro 41 ..

ﬁJUMEF\’O DE | PORCIENTO DEﬂ
MUESTRA | FAGOCITOSIS

10000
100.00
98 4R
10000
99 46

9o &g
N .

Sy e L2 P —
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Los pardmetros estadisticos basicos del cuadro 41 se presentan en el cuadro 42:

Cuadro 42 .,
F‘AR}‘\METRO ESTADISTICO | PORCIENTO DE FAGOCIT@

Media pohlacional 99.81
Desviacién esténdar 027
Intervalo de confianza (9327 - 10000)
Coeficiente de variacidn 027

Los resultados del Indice Fagoeitico por 200 PMN, se muestran en el cuadro 43.

Cuadro 43 ..

@UMERO DE INDICE )
MUESTRA | FAGOCITICO

240
202
278
250
236
282

01 b W) =

Los pardmetros estadisticos basicos del cuadio 43se presentan en el cuadra 44-

Cuadro 44
@TRO ESTADISTICO | INDICE FAGOCI’T!CCW
Media poblacional 248
Desviacidn estandar 029
intervalo de conffanza (19-308)
Coeficiente de vanacidn 1169
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Los resuttados del Porclento de Fagocitosis de Zymosan-A con respecto a la cuenta de 200 PMN
se presentan en el cuadro 45

Cuadro 45 ..

{HNUMERO DE | PORCIENTO DE\
MUESTRA | FAGOCITOSIS

970
gan
880
%0
980
984a
970

950 )

Los parametros estadisticos basicos del cuadro 45 se presentan en el cuadro 46.

DD~ D WD & k) =

.

Cuadra 46

PARAMETRO ESTADISTICO| PORCIENTO DE FAGOCITOSQ

Media poblacional 97 50
De=waciin estandar 075
Imervalo de confianza (96 00 - 99 00y
Coeficiente de variacion 070

Los resultados para Porciento de Fagocitosis con Zymosan-A con respecto a la media poblacionai
del cuadro 46 se muestran en el cuadro 47

Cuadro 47...

MUMERO DE | PORCIENTO DE )
MUESTRA FAGGCITOSIS

99 48
10060
000

98 46
10000
10000

95 438
100 00 J
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Los parametros estadisticos basices del cuadro 47 se presentan en el cuadro 48;

Cuadro 48 ..

ﬁ’ARAMETRO ESTADISTICO{ PORCIENTO DE FAGOCITOSQ

Media poblacional 99.67
Desviacitn estandar 054
Intervalo de confianza (98 59 - 100 00)
Coeficiente de vatiacion 054

Resultados globales para Fagocitesis de Candida affwams . Los Parametros estadistrcos de los
resultados globales para Porciento de Reduccién se presentan en el cuadro 49-

Cuadro 49 .,
ﬁ:‘ARAMETRO ESTADISTICO | PORCIENTO DE REDucclérﬂ

Mediza poblacional 98 36
Degviacin estandar 190
Intervalo de Conflanza (94 56 - 100 00)
Coeficiente de vanacidn 193

En el cuadro 50 se muesiran los resultados finales para Porciento de Reduccidn:

Cuadro 50 ...

{ NUMERO DE PORCIENTO DE | NUMERO DE | PORCIENTODE )
MUESTRA REDUCCION | MUESTRA | REDUCCION
1 97.29 19 100 06
2 91 507 26 100 00
3 100.00 21 97 ol
4 89 12 22 100 00
5 9963 23 100 G0
6 89 12 24 10000
7 99 63 25 100 00
8 100 00 26 100 00
9 100 0D 27 10000
10 100.00 28 83 12
1 100 00 29 99,63
12 100 00 30 100 00
13 95,38 3 10000
14 97 13 2 99 63
15 100 00 33 100 00
18 100 00 34 100 00
17 100 00 3 100 00

18 100,00 36 9963 J
.

Naota fos valores gue presantan el simbelo * salen de! intervalo de confianza
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Los valores normales para Porciento de Reduccion son [os siguientes:

Los Parametros estadisticos de los resultados globales para Porciento de Fagocitosis se presentan

en ef cuadro 51

de 96.10 % a 100.00 %.

Cuadro 5t .

PARAMETRO ESTADISTICQ

PORCIENTO BE FAGOC'.TOSIS\

Media poblacional
Deswacién estandar
Intervalo de confianza
Coeficiente de variacién

95 59

1.11
{93 37 - 97 81)

116

En el cuadro 52 se muestran los resultados finales para porciento de Fagocitosis

Cuadro 52 ...
ﬁ\iUMERO DE | PORGENTO DE | MUMERO DE PORCIEMTO DE | MOMERC DE | PORCIENTO DE
MUESTRA FAGOCITOSIS | MUESTRA FAGOCITOSIS | MUESTRA FAGOCITOSIS

1 98 33 20 10000 3 100.00

2 9990 21 98.85 40 $8.33

3 99 33 22 100 60 41 93 33

4 98 85 23 10000 42 99 90

5 98 B85 24 98 B 43 100 0D

5} 100 00 25 10000 44 100.00

7 98 33 26 VAR K 45 108 00

8 9885 27 9500 46 160 00

9 100 00 28 16000 47 100 06
10 100.00 29 100 0O 48 10800
11 100 00 30 100 a0 49 10000
12 100 00 3 1006 00 a0 88 33
13 10000 32 95,33 51 39238
14 9833 K] 10000 52 93 U6
15 100 00 34 100.00 53 88 33
16 9390 35 100 00 54 9833
17 10000 36 100 00 a5 9333
18 98 33 37 10000 6 98 85
19 93 85 J6 0 oo

h oy

Los valores normales para Porciento de Fagocitosis son los siguientes:

de 98.15% a 100.00 %.
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En el cuadro 53 se muestran los resultados finales para [ndice Fagocitico:

Cuadro 53 ..

/NUMERO DE| INDICE [MOMERODEf INDICE |NUOMERO DE | iNDICE R
MUESTRA |FAGOCITICO | MUESTRA |FAGOCITICO | MUESTRA | FAGOCITICO
1 3.04 20 214 39 290
2 260 21 238 40 283
3 273 27 230 41 2.44
4 236 23 2.21 42 277
<] 239 24 283 43 29
B 238 2R 230 44 314
7 2.14 26 2.40 45 312
8 221 27 220 46 313
9 282 28 200 47 271
10 222 29 270 48 297
11 234 30 260 48 289
12 24 H 262 50 2
13 264 32 287 a1 240
14 270 33 269 52 202
15 220 34 260 53 278
k15] 2.30 3h 3.18 54 260
i7 237 36 302 55 236
18 236 37 29 a6 282
\ 19 238 38 289 J

Los valores normales para indice Fagocitico son los siguientes:
de 1.97 a 3.21

Resultados globales para fagocitosis de Zymosan-A.

Los Pardmetros estad(sticos de los resultados globales para Porciento de Fagocitosis se presentan
en el cuadro b4:

Cuadro 34 .
(PRRiiME.TRO ESTADISTICO | PORCIENTO DE FP\GOCITOSIS\

Media poblacional 97 67
Deswiacion estandar 072
Intervala de conflanza (96.23 - 99.11).
Coeficiente de variacion 073
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En el cuadro 55 se muestran los resultados finales para porciento de Fagocitosis:

Cuadro 55 ..
(NL’.IMERO DE| PORCIENTO DE | NUMERO DE | PORCIENTO DE\
MUESTRA FAGOCITOSIS | MUESTRA FAGOCITOSIS
1 100 00 15 10000
2 9931 16 99 31
3 100 00 17 100 00
4 100 0D 18 99 31
5 100 00 19 100 0D
B 100 00 20 100 00
7 99 31 21 8931
] 100 00 22 100 00
9 10000 23 10000
10 99 31 24 98 39
1 100 00 25 10000
12 99 31 26 100 05
13 95 31 27 53 31
4 100 00 100 00
N * J

de 98.85% a 100.00 %.

Cuadro 56 ...
SOLUCION YOLUMEN PARA | VOLUKMEN PARA W
EWMPLEADA REPOS0O FAGOCITANDO
Amortiguador 90l 40 L
Zymosan -A o
& alfeans 004 L BNwL
KCN 10,2 L 18.~L
NBT 0 1% 50 4L 50 L.
Suspencion
de Leucos 0L 5041
HCI 300 L 300.#L
Pindina 280+ L 250 # L
. A

53

Los valores normales para Porclento de Fagocitosis son los siguientes:

Para adaptar a microtécnica la {écnica de Reduccién de NBT espectrofotométrica los volumenes
originales de reactivos se disminuyeron a la décima parte quedando como se muestra en el cuadro



Por fa disminuicién de los volumenes no se pudieron utilizar tubos de vidrio ya que el volumen total
era muy pequefto y después de centrifugar se pierde el sedimento. Se utilizo una microplaca de 96
pozos para ELISA, los problemas para su uso fuerodn los siguientes:

a) El volumen después de agregar el HCL queda al raz ¥ no es tan facil agitar

b) Después de la centrifugacion para obtener el formazan si no se tiene iz técnica adecuada para
decantar, o no se decanta en el tiempo correcto se corre el riesgo de perder el sedimento.

c) Al agregarle el solvente vy agitar frecuentemente se pierde volumen y esto afecta el resultado
final,

Para utilizar la placa para ELISA se cambié la prridina ¥a que ésta la dafia, se cambi¢ por alchool
1sapropifico acidificade (0 04M con dcido clorhidrice), pero este no fué funcional ya que no disuelve
completamente el formazan obtenido después de la reaccidn de reduceion. Posteriormente se
utiizarén tubos ependorf con capacidad de 2 5 mL para el maontaje de la téenica pero tampoco
pudo utizarse piridina porque a éstos también los disuelve, otro disolvente que se cita en
bibliografia es el dioxano, que por Gltimo fug el de eleccion ya que disuelve el formazan y no le
causa dario a los tubos

Se estudiaron cuatro concentaciones diferentes de lsucocitos, apreciando la cantidad del formazan
cualitativamente jusgandola por cruces despues de haber agregado el solvente, pomendo un signo
negativo en el pozo donde no se observarédn las particulas sedimentadas, la cantidad de formazan
obtenido esta con respecto a una incubacién de 10 minutos con los leucocitos vivos. Estas
observaciones son relativas ya que se estaba utilizando alcohol isopropilico como soivente, los
resultados obtenidos se muestran en el cuadro 57;

Cuadro 57

(CONCENTRACION DE CANTIDAD CUALITATIVA

LEUCOCITOS DE FORMAZAN
800,000 4+t
400,000 +t
200,000 +
100,000 -

El clanuro de potasio se usa como un estabilizador, ya que obliga la via anaerobica, para la
respuesta fagocitica, cuande se emplea éste se observan lecturas mas uniforimes, y con un
coeficiente de vanacitn mas pequefio. Tambien se hicierdn pruebas sin el cianuro de potasio estos
valores son mas Inestables y tienen un coeficiente de variacién mas grande pero reflejan ta reafidad
del proceso fagicltico.

Se utihizaron tres equipos para la medicion de las lecturas, asi comoe también diferentes condiciones
las cuales se mencionan a continuacién;

a) Lector para ELISA computarizado BIOMEK de Organon Technica. Este lector tiene solo dos
diferentes longitudes de onda las cuales son . 1.- 490 nm con filtro de referencia de 600 nm, 2 - 600
nm sin filtre de referencia.

b) Lector de ELISA, Reader 100 los problemas que se presentaron para la lectura en este lector
fueron .

- En el programa para eliminar [a absorvancia del blanco las lecturas que se cbtienen son negativas
eh ocaciones, 0 muy inestables en otras. :

- En el programa de lectura rapida se debe leer el blanco por separado y luege restar esta
absorvancia a los problemas, pero éste método no es tan eficaz, y por otra parte el solvente
uthizade no era el apropiado
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¢} Espectrofotométro Beckman BU-600, con capacidad de 100 ul., en &l se midiy perfectamente el
volumen adecuado, con &l solvente adecuado gue es el Dioxano, las lecturas que se obtienen se
hacen a la iongitud de onda adecuada y son més estabies,

Al emplear el solvente adecuado ya no queda sedimento por lo tanto todo el formazan se disuelve
en 250 ul. La técnica onginal reporta que !a lectura debe hacerse a 515 nm pero para éste caso se
determing la longitud de onda a la cual hay mds absorvancia obteniendose los resultados que se
muestran e! cuadro 58 y la grafica 1

Cuadro 58 ..
LONGITIUD DE ONDA | ABSORVANCIA | LONGITUD DE ONDA ABSOR’BF\NCP
A nm hnm
400 02170 510 31585
410 01766 515 01796
420 00753 520 01720
430 01014 530 01734
440 0 0862 540 01725
450 0 0669 550 (.2399
460 00925 hB0 0 2460
470 00993 570 01701
440 21114 580 31728
490 01267 580 01730
k00 0 1451 BaO 01681
M A
Grafica I.
.~ Ty
Absorbancia
/
HY --\
(244
0,22 ==
020 =~ \
0184
U16=+
144
0t
ol
008+
0064 "
R S N ) SR o Y
400410 420 430 440 450 450 470 480 490 K00 510 515 520 536 540 550 560 570 580 590 600 {“mi )\j.l

.

55



Técnica abtenida y estandarizada para Reduecién de NBT espectrofotométrica

1.- Rotular los tubos como R (reposo) y F (fagoctando) En el caso de usar mas de un antlgeno
para fagocitar especificar que es lo que se esta fagocitandoe, por ejemplo FCa (fagoetando (andidn,

offenma) y FZ (fagocitando Zymosan-A), Las pruebas se hacen por duplicado.
2 - A los tubos en reposo agregar

Amorhiguador Krebs Henseleit _ 90 ul
NBT al 01% 50 uL
Susp. Levaduras C= 8x10% 00 L
o
Susp de Zymosan-A 1mg/ml 00 pL
Susp Leucositos C= 2x106 100 pL
3 - A los tubes fagocitando agregar .
Amortiguador Krebs Honselert 40 pl
NBT al 0 1% 50 pub
Susp. Levaduras C= 8x108 50 pk
o
Susp. de Zymosan-A 1mg/mil 50 uL
Susp Leucosites C= 2x105 100 L

4 - Incubar por 30 min a 37°C

§ - Parar la reaccitn con 300 pL de acido clorhidrico 2.5 N
6 - Centrifugar a 3000 rpm por 15 min

7 - Desechar el sobrenadante

8.- Agregar al sedimento 250 L de dioxano

9 - Agitar en bertex hasta disolucidn total

18.- Centrifugar a 3000 rpm por 15 min

11 - Pasar el sobrenadante a un tubo limpio

12 - Leer en un espectrofotormnétro a 560 nm

13.- Realizar el calculo de Ia siguente manera;

Absorvancia del tubo fagocitando - Absorvancia del tubo en reposo

14 - Para sacar el porciento de Fagociosis se saca la media poblacional y se emplea la siguente
ecuacion

Absorvancia del problema « 100
Media poblacional

Estudio de 8 muestras empleande Cianuro de Potasio.La lectura se hizé a 515 nm como lo indica la
refarencia bibliografica Se empleo para fagocitar Zymosan-A y Cundudn, alficans,

Las absorbancsas obtenidas en la Fagocitosis de (undufn, afficans se muestran en el cuadro 59



Cuadio 59 ..

. ™y
/—NUMF.F?O DE MUESTRA | ABSORVANCIA

[ 0623
00654
0 0532
10589
00562
00455
0 0406

00414
\. vy

D~ T ) N =

Los parametros estadisticos basicos del cuadro 59 se presentan en el cuadro 60,

Cuadro 60 ...
(PARAMETRO ESTADISTICO ABSORVANCIA w
Meda poblacional 00569
Desviacidn estandar 00141
Intervalo de confianza {00287 - 0 0851)
Caeficiente dae vanacién 2478

. ne
Los resultados obtenidos para porciento de Fagacitesis con Comduln, affns, tomando en cuenta la
media poblacioral del cuadre 80 se muestran en el cuadro 61

Cuadro 61 ..

/NUMERO DE | PORCIENTO DE )
MUESTRA | FAGOGITOSIS

10000
100 00
100 00
100 06
10 00
7996
7134
7275 Y,

@~ OO Wk —

;
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Los parametros estadisticos basicos del cuadre 61 se presentan en el cuadro 62

Cuadro 62 ...
( PARAMETRO ESTADISTICO | PORCIENTO DE FAGOCITOSISW

Media pobtacional 9040
Deswacion estandar 1333
Intervalo de confianza {(63.84 - 100 00}
Coefictente de vanacidn 1472

Las absorbancias obterudas en la Fagoartosis de Zymosan-A se muestran en el cuadio 63

Cuadro 63

. ™
(NUMERO DE MUESTRA | ABSORVANCIA

0 1060
00760
0.0853
00939
11026
00682
00562

. 0 0560 J

MO~ 0 =W —

Los parametros estadisticos basicos del cuadro 63 se presentan en ¢l cuadro 64

Cuadro 64
( PARAMETRO ESTADISTICO ARSORVANCIA w
Media poblacional 00775
Deswviacidn estandar 0,0221
Intervalo de confianza (00333 - 0.1217)
Coeficiente de vanacidn 2856
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Los resultados obtenidos para porciento de Fagocitosis con Zymosan-A tomando en cuenta la
media poblacional det cuadro 64 se muestran en el cuadro 65

Cuadio 65 ...
/&'UMEF{O DE PORCIENTO DEﬁ\
MUESTRA FAGQCITOSIS
1 10000
2 100 06
3 100 Q0
4 100 00
5 160 00
6 8300
7 7251
" B 7225 Y,

Los parametros estadisticos basicos del cuadro 65 se presentan en el cuadro 66:

Cuadro 66 ..,
(PARAMETF?O ESTADISTICO | PORCIENTO DE FAGOCITOSISW

hedia poblacional 91 58
Desviacién estandar 1256
Intetvalo de confianza (58 47 - 100 0m
Coeficiente de vanacidn 1371

Estudio de 31 muestras del banco de sangre del Hospital Infantif de Mexico "Federico Gémez"
Este estudio se realizo sin cianuro de potasio, la lectura se realizd a 560 nm en la longitud de onda
de mayor absorcion que dio en el barrido espectrofotométrico Se empleo para fagocitar Zymosan-A

YL ihe ey

Las absorbancias obtenidas en la Fagocitosis de (imduta, affuars se muestran en el cuadro 67.
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Cuadro 67 ...

" NUMERO DE | ABSORVANCIA | NUMERG DE | ABSORVANCIA )
MUESTRA MUESTRA
1 0.0217 16 o079
2 00173 17 00138
3 0130 i8 o018
4 0 0166 19 00116
5 0.0225 20 0.0263
6 0 0202 21 00118
7 00220 22 00215
8 00141 23 00180
9 goms2 24 00279
10 o071 pic) 0.0248
11 {0193 25 0063
12 00160 27 nol4s
13 00145 28 ¢ 0454
14 (1 0234 29 0105
15 oon7 30 00189
M 0 0256
. Y,

Los pardmetros estadisticos basicos del cuadro 67 se presentan en el cuadro 68

Cuadro 68 ...
(PAE‘AMETRO ESTADISTICO ABSORVANCIA w
Media poblacional 0Gti78
Desviacion estandar 00049
Intervalo de conflanza (D.00B0 - 0 B275)
Coeficiente de variacion 262

Los resultados obtenidos para porciento de Fagocitosis con (imebate, ofbuoms tomando en cuenta la
media poblacional del cuadro 68 se muestran en el cuadro 69

60



Cuadro 69,

( NOMERD DE {PORCIENTO DE| NUMERO DE JPORGIENTO DE )
MUESTRA FAGOCITQSIS MUESTRA | FAGOCITOSIS
1 100,00 16 102 00
2 97 19 17 77 52
3 7303 18 66 29
4 93.25 19 65 16
5 100,00 20 100 0D
5 100.00 i 66 21
7 100 00 2 100,00
B 7921 23 100 00
9 6539 24 100.00
19 96 06 25 D00
1" 100 00 6 94 94
12 B0 8R 27 8314
13 81 46 28 a6 51
14 106 00 29 56 98
15 B5 73 Jo 10000
3 100 00
L. A

siguientes:
61.95 % a 100.00%.

Los valores normales para Porciento de fagfocitosis con @iudida aldicane son los

Las absorvancias obtenidas en la Fagocitosis de Zymosan-A se muestran en el cuadro 70

Cuadro 70 ...
(NUMERO DE | ABSORVANCIA | NOMERD DE ABSORW—\NCIA\
MUESTRA MUESTRA
1 00684 16 00523
2 0 0568 17 00636
3 00552 18 00710
4 00703 19 00719
53 00618 20 00520
4] 00716 21 0 0679
7 0 0555 22 00593
3] p0732 23 0050/
9 00748 24 0.0644
10 00764 25 00573
A 0 0h49 26 00612
12 00755 27 0 8kA0
13 0 0567 28 0073
14 0 03560 29 00489
15 00730 30 D 0B47
31 o051t
S A
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Los parametras estadisticos basicos del cuadro 70 se presentan en ef cuadro 71

Cuadro 71 ...
@AMETRO ESTADISTICO ABSORVANCIA w
Media pohlacional 0.6630
Degviacidn estandar 00088
Intetvalo de canfianza (0 0460 - 0 0800)
Caeficiente de vanacian 1349

Los resultados obtenidos para porciento de Fagocitosis con Zymosan-A tomando en cuenta Ia
media poblacional del cuadro 71 se muestran en el cuadro 72

Cuadro 72 .
NUMERO DE {PORCIENTO DE| NUMERO DE PORCIENTO D—E\
MUESTRA FAGOCITOSIS MUESTRA | FAGQCITOSIS

1 100.00 16 83.01
2 90 15 17 100 00
3 B7 60 18 700 00
4 160 00 19 10000
-] 98 25 20 82 53
6 100.00 21 100 00
7 B8 25 22 9412
8 100 00 23 803N
9 100,00 24 100 00
10 10000 25 96 95
1 87 14 b 97 14
12 100 00 27 10000
13 80,00 28 100 DU*
4 8800 29 77 61
14 10000 30 10000

kil 81 11

N

Los valores normales que se obtuvieron para Porciento de Fagocitosis con Zymosan-A son:
79.13% a 100.00%.
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Estudio estadistico para cada grupo de muestras.

El estudic estadistico se realzo para los grupos de muestras pareadas, por el método estadistico
de la t de Student para muesiras pareadas

Los resultados se muestran a contrnuacion

1- Porciento de Fagocitosis con Cimdda oflunm en placa (cuadro 29), contra Porciento de
Fagocitosis con Zymosan-A en placa (Cuadro 35}

t de tablas(0 001)=3.883 y t experimental = 0 412, siendo H, verdadera

2 - Porciento de Fagocitosis con Uindida. aflnans espectrofotométrica (cuadro 67), contra Porciento
de Fagocitosis co Zymosan-A espectrofofométrica {Cuadro 72)

tde tablas(0.00%)= 3646 y texpernmental = 166, siendo Hy verdadera.

3- Porciento de Fagocitosis con Candulo. offuans en placa (cuadro 29), contra Porciento de

Fagocitosis con il alfianm espectrofotometrica (Cuadro 67, hasta nimero 20,
tde tablas{0.001)= 3883 y texperimental = 3.77 , siendo H, verdadera.

4 - Porciento de Fagocitosis con Zymosan-A en placa {cuadro 35), contra Porciento de Fagocitosis
co Zymosan-A espectrofotométrica (Cuadro 72)

t de tablas(0.001)= 3.883 vy texperimental =2 10, siendo Hy verdadera.

5 - Porciento de Fagocitosis con Limedlo. ofivan en placa (cuadro 39), contra Porciento de

Fagacitosis con [ sivh, affu ans espectrofotometrica con Cianuro de Potasio (Cuadro 59)
tde tablas(0 001)=6 859 y texperimental = 0 3919 , siendo Hy verdadera,

6.- Porciento de Fagocitosis con Zymosan-A en placa (cuadro 47), cantra Porciento de Fagocitosis
co Zymosan-A espectrofotométnica con Cranuro de Potasio {Cuadro 65}

t de tabias(0 001)=6 859 y texpermental = 0 5630 , siendo Hy verdadera
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DISCUSION DE RESULTADOS

Primeramente en la técnica de Obtencién de Leucocitos se estandanzé analizando cada uno de los
pases, fue muy impartante el tipe de reactives que se utlizaron asi como la cantidad y el tiempo
que se empled en cada paso

Se pudo observar par medio de la uliiizacion de diferentes anticoagulantes (heparina y EDTA) que
tenen una fuerte influencia sobre los leucocitos modificandoles su actividad natural como ia
adherencia a la placa de vidno ¢ la fragilidad que presentan al manipularlos en los lavados.
Posteriormente se utihzé una perfa de vidrio para desfibrinar la sangre cvande se incorpora con el
Alsever-gelatina al 3%, solo que al emplearla se presentan algunos nconvenientes como los
sigwentes. a) si no se agita suavemeante podemos romper algunos feucoctos, b) s no se agita ef
tempo apropiado se forman codgulos gue secuestran a los leucocitos disminuyendo su nimero, c)
debe emplearse un nlimero adecuado de perfas de vidrio para obtener una buena desfibrinacion
{una peria por cada 0.5 ml. de sangre), sin embarge es el mejor anticoagulante para el objetivo que
perseguimos.

Al estudiar [a cantidad de leucocitos presentes en cada uno de los volumenes establecidos (3.0, 1.0
y 05 mL}, se quiso conocer cual era el volumean minma permisible para mentar la técnica ya que la
meta que se persigue es aplicaria a neonato

De tos métodos para lisar eritrocitos se analizaron algunos de ellos (agua destilada, solucion de
acido acético al 2% y solucién de acido acético al 1%), combinandolos con el tiempo de contacto,
ésto es importante para no dafiar a los Leugocitos.

Al eliminar a los eritrocitos de la suspencién de Leucocitos es sumamente importante no dafiar a
estos Ultimos, para ne disminuir su parcentaje de viabilidad, por lo cual se adiciona rapidamente ya
* sea solucion de Hanks ¢ MEM, por los resultados obtenidos se recomienda usar el MEM ya que
amortigua mas el medio 4cido en el que se encuentran y tenemaos una mayor viabilidad.

Para lograr la estandarizacién de la técnica de Reduccion de NBT en placa se disefiaron los
portaobjetos especiales con dos circulos de 15 cm de diametro, de esta manera se tiene una
superficie dalimitada y un mayor contro! sobre las células adheridas, la cuenta debe hacerse hacia
el centro del clrculo que es la superficie donde se concentran los Leucocitos, se cuantificaron fas
células gue realmente se estan muestreando tomando en cuenta la cantidad de PMN presentes en
la alicuota depositada en el circulo realizando un ajuste con el porcentaje de PMN reportados eh la
bibliografia ya que la cuenta es de leucocitos totales El tiempe de incubacion para la adhesion es
importante ya que si se sobrepasa forman sincicios que dificultan la observacion de las células
individuales Asi como también la concentracion de la suspencian de levaduras st su nimero
supera en méas del 5% de la concentracién de los Leucocitos éstos se indigestan y se rompen La
reduccién del NBT se lleva a cabo en un medio isoténico, por lo que es comprensible que al utilizar
agua como sclvente sea minima, sin embarge, para observar una buena reduccién se empled una
concentracion de NBT al 0 2%

|.a adaptacion y estandanzacion de la téenica de Reduccion de NBT espectrofotométrica requirid de
ta disminucion de los volumenes a una decima parte del volumen en la técruca onginal Para utiizar
la placa de 96 pozos (placa para ELISA) se modificd el solvente, en lugar de utlizar pindina {gue
disuelve la placa} se uso alcohol 1sopropilico pero sin un buen resultado ya que la disolucion del
fermazan no  es completa. Se estudiaron vanas concentraciones de Leucocitos las cuales se
mencionan en la seccion de resultados, se empleo da de 200,000 Leucocitos en 100 pL para tener
las mismas condiciones que el la técnica de placa. La técnica eriginal emplea cianuro de potasio
éste actia sobre la cadena respiratona obligando la via anaerobica, se dpte por no utilizarlo para
incluir en la respuesta fagocitica el estallido respiratorio, sin embargo en los resultados finales dada
la pequefta cantidad de célufas no hay diferencia estadlstica significativa entre el uso del cianuro de
potasio y el no usarlo
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Para la lectura del color final de la reaccion se mitento usar los tectores para ELISA pero no fueran
apropiados para la lectura ya que se emplean salventes que dafian a la placa y las fecturas no son
confiables La tectura se hizé en un espectrofotometro con capacidad de 100 pL. La técnica onginal
marca que Ja lectura debe hacerse a 515 nm, y se realizé un barido espectrofotométrico en el cual
obtuvimos, que en tas condiciones en las que se trabajo la longitud de onda de mayor absorcion es

en 560 nm. En ambas técnicas se utiliza para fagocitar Uil ofbcans, muerta y dpsonizada o

Zymosan-A, en la espectrofolométrica no se identifica ninguna diferencia, sin embargo en la de
placa al utilizar Zymosan-A las células se ven como manchones y cuando estan muy juntas no se
distingue cuantas células hay, tampoco puede sacarse el valor del indice fagocifico.

En la comparacion de las tecricas estandarizadas se cotejan los reactivos, el tiempo de realizacion
¥ el equipo nrecesario

La cantidad de soluciones utlizadas en la técnica de placa es menor que la empleada en |a técnica
espectrofctométnca.

El ttempo que se emplea en procesar 1 muesira por sl método de placa, incluyendo el que se
requiere para la obtencidn de leucocitos es de aproximadamente 4 haras, y para el método
espectrofotométrico es de 7 horas

El equipo requendo para la técrica en placa que no se ullliza en la técnica espectrofotométrica es
una camara humeda, un microscopio y un contador para células Ei que se emplea en [a
espectrofotometrica es microcentrifuga, vortex, espectrofotémetro con celdas para 100 pl el
equipo ublizado en ésta es mas costoso

Al realzar el estudio estadistico a los resultados que se obtuvieron en la aplicacion de las dos
tecnicas no se encontrd diferencia significativa entre éstas, sugiriendose la similitud en la precisitn
de los resultados para ambas técnicas cotejandolas con los resultades obtenidos de fa poblacian

estudiada (adultos)
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CONCLUSIONES

1.- La técnica de Reduceidn de NBT en placa evalua la funcionalidad de aproximadamente 80,000
PMN a partir de 500 gL de sangre, lo que equivale al 4.92 X 10-%% real de PMN estudiados
considerando 5 L de sangre.

2 - Se requiere de 0.5 mL de sangre venosa para realizar cada una de las técnicas

3.- Los Portaobjetos disefiados para realizar la Fagocitosis en placa si resultaron utiles debido a
que se pudoe establecer cuantitalivamente el nimero de células estudiadas.

4 - Las lécnicas de Reduccidn de NBT en placa y espectrofotométrica se adaptaren a microtécnica
obteniendose resultados similares en ambas,

5 - Puede emplearse indistintamente cualguiera de las dos técnicas que evaldan la fagocitosis con
la segundad de obtener un resultado confiable

6- Es igualmente activador de Ja fagocitosis el Zymosan-A que [imdude affuars muerta y
opscnizada, por o que se puede utilizar cualquiera de los dos

7 - No hay diferencia en la respuesta fagocitica al utilizar Cianuro de Potasio, 0 al no utibzarlo.

8 - La técnica de Reduccidn de NBT en placa es rapida, cuantilativa funcionalmente, barata y
confiable

9 - Ambas técnicas son ieales para recién nacidos, por la cantidad de sangre gue se utiliza para su
realizacion

10 - La técnica espectrofotornétrica tiene la ventaja de ser mas fidedigna en relacion con el NBT al
estallido resprrateno que la de placa
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PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES

1- Cuando se preparen las soluciones debe tomarse en cuenta la puieza yfo las aguas de
hidratacion que contenga el reactivo a ufilizar.

2 - Para preparar la solucion amortiguadora de fosfatos con un pH de 7 2, colocar el volumen de la
solucion B (alcalina} y agregar a manera de titulacion potenciométrica el volumen de la solucién A
{acida) hasta obtener un pH de 7 2 Con esto evitamos usar bicarbonato de sodio en sofucion para
ajustar el pH

3.- La sangre para las pruebas puede ser tomada con vacutainer directamente al tubo, 0 con jeringa
en tal caso la sangre debe ser colocada en el Alsever-gelatina a la mayor brevedad posible

4 - Es muy impertante quritar el exceso de sangre del tapén del vacutainer después de |a agitacién
ya que de no ser asi al guitarlo después de la incubacién ocasiona que haya un gran nimero de
ertrocitos en la capa de los leucecitos.

5.- 81 se utiliza el tubo conico para la separacion y purificacion de Ios leucocitos antes de colocar el
acido acético al 1% se deben resuspender en el remanente que le queda al tubo, para facilitar ia
agitacién con el &cido acético al 1% en los 10 seg.

6.- 5i se ulliza MEM después de agregar el acido acético al 1% la viabilidad de los leucocitos es del
100%, si se utihza sol de Hanks ia viabiidad de jos leucocites puede disminuir hasta el 95%

7 - Cuando se fava (a placa con el PBS se debe deslizar sobre el portaocbjetos, ya que s1 se deja
caer de golpe dafia a los leucocitos

8.- Entre el proceso del lavaco y ta colocacitn de la suspencien de (undula. officam no se debe
dejar secar, de lo contrano los leucocitos se fijan y ya no presentan actividad fagocitica

9 - Despueés de leer al microscopio con el aceite de inmersion dejar la placa en posicion vertical
sobre un papel absorbente y dejar escurnr completamente el aceite, postenormerte fimpiar
cuidadosamente el borde del portaohjetes Nunca quitar el exceso de aceite de los orificios del
portaobjetos con papel ya que puede remover a los leucocitos

10.- Para guardar las placas puede confeccionar carteras de cartulina de doble compartimento, esto
permite su facil manejo y las protege de un eventual tallado que pueda destruir la muestra A
continuacion se muestra el esgquema de la cartera
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11~ En fa técnica espectrofotométrica se usan los tubos ependorf de 2 ml de capacidad, para
faciltar su manejo es aconsejable corar Ia tapita.

12 - Después de centrifugar para eliminar el acido clorhidrico, voltear los ependorf sobre un papel
absorbente Queda un pequefic remanente que no se debe quitar ya que se puede perder la
muestra

13 - La técnica por espectrofotometria es muy farga por sus tiempos de incubacion, esta puede
suspenderse en el punto donde se fe agrega el dcido clorhidrico, guardandola en refrigeracion de
preferencia en el REVCOQ

14 - Despues de agregar el solvente mantener los ependorf tapados, para evitar la evaporacion del
mismo.
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APENDICE: A

ABREVIATURAS UTILIZADAS

Ac Anticuerpo

Ag Antlgeno

APGC Célula Presentadora de antigeno
c Concentracion

°c Grado cenligrado

Cy Fraccion def complemento 1

C, Fraccion del complemenio 2

Cap Fraccion del complemento 3-b
Cap Fracoion del complemente 3-b inactivo
Cy Fraccién del complemento 4

Csa Fraccién del complemento 5-a
CLA Antigeno de Linfoecito cutaneo
cbhp Cuanto baste para

cm Centimétros

CSF Facter de estimulacion de colomas
dil Ditucién

EDTA Edeteato de sodio

Fc Fraceibn del complemento

g Gramos

IF Interferon

Ig Inmunoglobulinas

IL Interlevcina

INPer Instituto Nacional de pernatologia
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KD Kilo daltén

[ev Levaduras

b Libras

M Molar

mg " Mihgramos

min Minutos

ml Mililitros

mm Milimétros

mm2 Milimétros cuadrados

N Normal

nm Nanometros

PBS Solucion arnortiguadora de fosfatos
pH Potencial hidrogeno

PMN Polimorfonuclear

rpm Revoluciones par mmnuto

seq Segundos

sol Solucion

Susp Suspencicn

TNF Factor de necrosis fumoral

VIH Virus de fa Inmunodeficiencia Humana
# Numero

A Longitud de anda

il Microhiros

I Media poblacional

n Pi=31416

o Desviacion estandar de la poblacion
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APENDICE: B

PREPARACION DE. SOLUCIONES

1.- ACIDO ACETICO GLACIAL AL 1%.

Acide acético glacial 1mL

Agua destilada {cbp) 100mL

Se esteriliza con filtro, se guarda en el refrigerador

2-ACIDO CLORIIIDRICO 2.5 N
Realzar célculos con pureza y densidad para su preparacion.

3.- AGAR PAPA DEXTROSA,

Suspender 39 g del medio deshidratade en un iitro de agua deshfada. Remcjar de 10 a 15
minutos Calentar agitando frecuentemenie y hervir durante 1 minuto. Esterflizar a 121°C {15
libras de presién) durante 15 minutos. Esterilizado enfriar a unos 40-45 °C y vaciar en cajas de
petr estériles Guardar en refrigeracion

4.- ALSEVER GELATINA AL 3%.

Glucosa 2050 g
Citrato trisddico 2-hidrato 08.00¢g
Acido citrice 0055¢g
Cloruro de sodio 04209
Agua destilada (cbp) 1000 mL
Gelatina bacterologica 3%

Afiadir gelatina bacteriologica al 3%, calentar suavemente hasta dilucion total Se esteriliza en
autoclave a 10 b durante 20 min, guardar en refrigeracion

5.- AMORTIGUADOR KREBS-HENSELEIT.

Reactivo Molaridad Partes MasaVolumen
Cloruro de sodio 0154 100 8.9998 / Litro
Cloruro de potasio 0154 004 0 5745/ 50mL
Clorure de caicio 0.110 003 06103 7 50ml.
Fosfato de potasio 0154 001 05238 /28mL
Sulfate de Mg-7H,0 0154 001 0 9485/ 25mL
Bicarbonalo de sodio - g21 3 2450 /250mL

Glucosa  Se le agregan 260 mg a cada 130 ml. de la preparacion anterior
Ef bicarbonato de sodio se agrega aproximadamente 10 mb para llevar a un pHentre 7274y
las demas parles aproximadamente 11mL se burbujean con CO7 antes de adicionarse

Se estenhiza por filtracidn, se guarda en refrigeracién

0.- AZUL TRIPANO AL 0.2 %.

Azul tripano 0D2g

Solucién salina al 0 85% (cbp) 100 mL

Se esterliza por filtracion, se guarda a temperaiura ambiente.
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7+ CIANURC DE POTASIO 0.01M.

Cianuro de potasio 0 0650g

Agua destilada (cbp) 100 mL

No recesita esteriizarse, guardar en refrigeracion

8.- CLORURO DE p-NITRO AZUL DE TETRAZOLIO (NBT) AL 0.1 %.
Cloruro de p-nitro azul de tetrazolo 0.01g

Solucion salina 0 085% (cbp) 106mL
Se estenliza por filtracion, se fracciona en viales estériles con 1 mL. Se guarda en congelacion en

el REVCO, hasta el momento de su uso.

9.- CLORURO DE p-NITRO AZUL DE TETRAZOLIO (NBT) AL 0.2%.

Cloruro de p-nitro azul de tetrazolio 0 02g

Solucion saiina 0 85% (chp) 100 mi

Se esteriliza por fitracion, y se fracciona en viales estériles con 110 microlitros Se guarda en

cangelacion en el REVCO, hasta el momento de su uso,

10.- DIOXANO
No requiere de preparacién.

11.- MEDIO MINIMO ESENCIAL (MEM).

Comercialmente existen dos presentaciones.

- LIqudo: se encuentra listo para usarse

- Bolide: trae las indicaciones del volumen en el que se disuelve |a cantidad contenida en el
frasco. Al disolverla el pH queda &cido, antes de aforar gjustar el pH a 7.0 con una solucién de
bicarbanato de sodio al 7%, posteriarmente aforar con agua destilada. Se esteriliza por filtracién y
se guarda en refageracion.

12.- SAFRANINA PARA TINCION DE GRAM.

Safranina 5.09
Fenaol 25¢g
Adcohof de 95% 50mL
Agua destitada 500 mL

Se disuelve la safranina en fenol con un poco de agua en bafio de agua hirviendo, se anade &l
alcohol y se mezcla, se afiade el resto del agua y se filtra antes de usarse Se guarda a

termperatura ambiente,
También puede usarse la safranina preparada comercialmente para la tincidn de Gram,

13- SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS pH 7.2,

Solucién A

Fosfato de sodio monobasico 414 g .
Cloruro de sodio 7.00g

Aguadestilada (cbp) 1000 mL
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Solucion B
Fosfato de scdio dibasico 4269
Cloruro de sodio 7.00g

Agua destilada (cbp) 1000 mL
Mezclar 12 5 ml. de solucidn A mas 37.5 ml de solucién B. Esterihizar en auteclave a 20 Lb y 15

minutos

14.- SOLUCION DE HANKS.

Glucosa 1009
Cloruro de sodio 800g
Cloruro de potasto 040 g
Cloruro de calcio 014g
Cloruro de magnesio 010g
Sulfato de magnesio 010g
Fosfato de sodio dibasico 0068qg
Fosfato de potasio monobasico 006 g
Bicaibonato de sodfo 0359
Rojo de fenot 0029
Agua destitada (cbp) 1000 mL

Se esteriliza con filtro, se guarda en el refrigerador.

15.- SOLUCION SALINA 0.85%.
Cloruro de sodio 085g

Agua destilada (cbp) 100 mL
Se estenliza en autoclave a 20 Lb y 15 min, guardar en refrigeracion

Nota. antes de la preparacion de las soluciones consultar el apartado de propuestas yfo
recomendaciones .
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APENDICE: C

PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

1.« Suero POOL humano {mezcla de sueros humanos)

Suero homologo preparado a partir de la recoleccién de suero sobrante de las pruebas para
donadores reafizadas para el banco de sangre del INPer, ef suero dpsonizante es igual para todas
las pruebas. Los sueros seleccionades para formar el POOL deben ser negativos para las
siguientes pruebas' Ac contra VIH, Ag de superficie de hepatitis B, Hudlesson {Ac. contra Brucela
abortus), deteccidn de reagina sifilitica.

2.- Camdula affcams Opsonizada

La cepa de (s affuars se siembra en agar papa dextrosa (PDA) 24 horas antes de ser
cosechada. |.as colonias se cosechan en solucion de fosfatos amortiguada (PBS), para inactivarlas
se meten en el autoclave durante 15 minutos a 120° C y 15 iibras de presion, posteriormente se
lavan tres veces con PBS

Para psorisarlas se le agrega un volumen igual af que se tiene de suero POOL humano, se incuba
a 37°C por 30 minutos, se lavan tres veces con PBS.

Posteriormente se hace una dilucion 1.100 con PBS y se cuentan las levaduras en una camara de
Neubauer para determinar la concentracién que se tiene, esta es nuestra suspensién concentrada.

La suspension de (indida offcan, debe ser conservada en refigeracion a 4°C, y todo el procesc

de preparacidn debe realizarse en condiciones de esterilidad.

-~ Preparaci6n para técnica Reduccion de NBT en placa:
A partir de la suspension concentrada se hace una dilucion para obtener una suspension a una
concentracion de 4x10 8 levaduras por miliiitro Se lava 1 vez con PBS ¥ se resuspenden en 900
microhtros de solucion de Hanks y se le agregan 100 microlitros de una solucidn de NBT al 0 2%
- Preparacién para técnica Reduccién de NBT espectrofotométrica:
A partir de Ia suspensidn concentrada se hace una dilucion para obtener una suspensidn a una
concentracidn de 8x10% tevaduras por mififitro. Se lava 1 vez con PBS y se resuspenden en 1
milifitro de selucion de Hanks

3.- Zymosan-A

- Preparacién para su uso en la técnica reduccion de NBT en placa.

Lavar el zymasan-A dos veces con solucion de Hanks {tmg/mL), resuspender en 900 pl de
solucion de Hanks y 100 pl. de una solucion de NBT al 0 2%

- Preparacion para su uso en la téchica reducci6n de NBT espectrofofométrica

Lavar el zymosan-A dos veces con solucton de Hanks, y resuspender en la cantidad necesaria de
selucion de Hanks para dejarlo a 1mg/mi,

4.- Preparacion de los tubos vacutainer para la toma de muestra

Se destapan fos tubos vacutainer (estos pueden ser de dos tipos, Ios que contienen solo vagio y los
que tienen EDTA para estos deben lavarse perfectamente bien y estenhzar por separado los tubos
y los fapones) dentro de una campana de flujo laminar (en caso de que no se fenga una campana
de este tpo puede utilzarse un par de mecheros de Bunssen) cuidadosamente para evitar que se
contaminen, se colocan las perlas de vidno previamente esterilizadas, 0 5 ml de alsever gelatina ( si
la muestra se va a trabajar por las dos técricas debera colocarse 1 ml de alsever gelatina),
colocando ef tapon cuidadosamente para no perder la esterilidad

51 fuera necesario { en caso de que la toma de muestra sea con vacutainer), para crear el vacio se
le saca 1 ml de are con una jernga { o 2 ml si se requiere 1 ml de muestra).
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APENDICE: D

METODOS ESTADISTICOS

Media poblacional:
El caleulo de }a media poblacional simple se obtiene con ta ecuacién 1@7)

Ecuaciéml ... oo L e e
Donde:
¥ = Valor de la media muestral
2. X, = Sumatoria de todos los valores obtenidos

i = Tedos y cada uno de los valores obtenidos
n Ndmero de eventos o pruebas que componen la muestra

Varianza y desviacidn estandar:

Para el célculo de la varanza y de la desviacion estandar se utilzaron formulas que implican una
corraccion para valores muéstrales n-1 en el denominador, esto se debe esencialmente a que si se
usaran n en vez de n-1 se estarfa subestimando la varianza poblacienal

El caleulo de la vananza se hace por medio de la ecuacién 227),

n . 2
, 3 [ X,- % )
S
n-1
Lcuacion 2 ..
Donde:
$2 = Valor de la varianza muestral
2 = Sumatona de los valores ndicados
n = Numero de eventos o pruebas que componen la muestra
X, = Todos los valores abtenidos

Y% = “alor de la media muestral

E! caloulo de la desviacion estandar se abtiene con la ecuacion 3427

Ecuacién3 . . .
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Donde
S = Desviacion estandar para la poblacién de la muestra

2 =Sumatona de los valores Indicades

n = Namero de eventos o pruebas que componen la muestra
X, = Todes los valores obtenidos

¥ = Valor de fa media muestral

Intervalo de confianza:
El intervaio de confianza son los valores maxmmo y minims permisibles de la media muestral, los

valores que caen fuera de este rango deben ser eliminados. Se ealcula con la ecuacion 4(27)-

=(X-25 a X +25)

Ecuacion 4 ..o v s+ vevernenns

Donde,
IC = Intervalo de confianza

¥ = Yalor de |2 media muestral

25 = Dos veces la desviacién estandar

Coeficiente de variacidn:

El coeficiente de variacion se calcula con la ecuacién 5(28)

¥ 100

%CV =

Ecvacién 5 ...oee e o .
Bonde:
%CV = Porcentaje del coeficiente de variacion

S = Deswviacion estandar
¥ = Vator de la media musstral

Para muestras pequefias se realiza una correccion basada en e tamafio de la muestra como se
observa en la ecuacién 6(27)

WCV= | 1+ —z=— [ BCV

Ecuaciom 6. | .os v

Donde:
%CV* = Porcentaje del coeficiente de variacién corregido

n = Numero de eventos o pruebas que componen la muestra
%CV = Porcentaje del coeficiente de vanacién
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Docimasia de hipétesis:

En la investigacion biologica a menudo necesitamos tomar decisiones respecto a diferencias y, para
hacerlo, nos servimos de un método importante denominado docimasia de hipbtesis

Se debe tener pnimeramente un planteamiento del problema, ;Qué es lo que queremos saber?
generalmente es una comparacion con algo conocido o determinado. En la mayorla de los casos
no se conocen ni se conaceran nunca los valores reales de p y o . Sin embargo en los casos que
tienen que ver con ciertos valores clinicos, a veces podemos suponer gue contamos por lo menos
coen una buena aproximacidn bastante buena de 1 y o a partir de registros de mediciones obtenidas
de millones de individuos

Al efectuar décimasias estadisticas de significacién, siempre se debe plantear una hipotesis Una
hipblesis nula es simplemente un planteamiento de <<ninguna diferencia>>, Simbodlicamente,
expresaremos nuestra hipdtests nula como:

Hot it = 1o

que dice que no hay difeiencia estadisticamente significativa entre la media poblacional general (1)
y la media de la poblacidn especial {u) de la cual se toma la muestra.

El empleo de la hipotesis nuta esta bien fundado en la légica porque une no puede <<probar>> una
hipstesis, No importa cuanta evidencia confirme una hipdtesis especifica , uno no puede estar
seguro de que €l mismo cuerpo de evidencia ne confirme igualmente bien muchisimas otras
hipdtesis alternativas desconocidas Por otra parte, s iogicamente posible rechazar una hipitesis
perque esto puede hacerse si se encuentra una evidencia minima que fa contradiga.

La hipodtesis alternativa puede plantearse como <<alguna diferencia >> Simbdlicamente,
expresaremos nuestra hipdtesis nula como:

Ha.l>po 6 Ha m<pg

El rechazo de la hipbtesis nuta, nos permite establecer que nuestros resultades estadisticos y

experimentales confirman nuestra opinidn de que la hipdtesis alternativa era cierta.

En los métodos formaltes de docimasia de hipotesis, deberiamos establecer, antes de realizar la
docimasia, la probabilidad mdéxima de una diferencia <<solamente aleatoria>> tal que Ja hipdtesis
nula sera rechazada Al hacerlo también estamos estableciendo la probabilidad maxima aceptable
de que nes equivoquemos al rechazar la hipotesis

Las posibildades maximas, 0 niveles de sigrificacién  que han sido establecidas mas o menas

arbitrariamente como puntos de rechazo aceptables son 0.05 y 0 01(29)

La t de Student:

Aunque los detafles pueden cambiar segin los diferentes problemas y situaciones, la docimasia de
hipdtesis implica basicamente. 1) localizar la estadistica muestral en una distribucion muestral
apropiada, y 2) determinar la distancia relativa de la estadistica a ta media de dicha distribucion La
significacion estadistica esta, por tanto, deterrmnada por la interpretacion de los resultados de la
relacion general

Estadistica muestral - Distribucién de la media
Error estandar
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En este momento debe recordarse que el error estandar de la media se catcula por

2
H
‘alq

Leuacion7 . .. i o

Siende o la desviacion estandar poblacional. Puesto que en la mayor parte de las situaciones
expenmentales practicas no conocemos el valor de o , debemos utilizar nuestra desviacion
estandar muestral (S} como una estimacion de .

La desviacion estandar muestral parece ser una estimacion confiable de o cuando n= 100,
Debemos considerar ahara que el valor del error estandar determina dénde ubicamos nuestra
estadistica muestral en la distribucién muestral, y estd es la base sobre la cual decidiremos

rechazar o no la hipdtesis nulaf<9).
Para establecer la veracidad de una u ofra hipttesis se aplica la siguiente fdrmula basada en las
correcciones hechas para muestras pequefias, siempre y cuando la muestra presente

caracteristicas de una distribucion normal y las varianzas sean iguales@8):

| Ko - X |
(Na 1) SA+ (N -1SB (1 , 1
Np+ Ng-2 Na Np

Ecmacién 8 . .. ..

Se obtiene el valor de t experimental donde :
Np = Numero de valores de [a serie A

$2, = Varianza de la serie A

K= Media de [a serie A
Ny = Nimero de valores de la serie B

$2g = Varianza de a serie B
N = Media de la sene B

Este valor experimental se confronta con valores de t en tablas de una curva de t de Student con
el mismo namero de eventos y bajo la probabilidad escogida para el estudio. Existen dos
posibilidades

Sit expenmental < t tablas entances H es verdaderaEA=§B ‘
Si t expetimental >t tablas entonges Hy es verdadera ?A;’EB
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Analisis de disefios de grupos pareados: Observaciones pareadas.

Crertas variables independientes pueden ser controladas mejor utlizando el mismo sueto para
ambas pruehas a lo que llamamos muestras pareadas Posteriormente se ordenan los datos como
se mueslra en la siguiente tablal(29)

- _ 2
#de muestra RespussiaA RespuestaB Diferencia {D-B) (D-D)

2
1 Ay B X9 X4 Xb
2 Ao B2 ¥ Ko Xg
3 Mg Bs X3 X3 X3
. Ix =(0-DY
D ==L
n

Continuamos entonces con el analisis de la manera siguiente:

1 - Nuestro primer paso consiste en encontrar la diferencia D enfre las mediciones tomadas en cada
duplicacion, debe tomarse en cuenta el signo de la diferencia de Ay-By,yasea+6-.

2 - A continuacidn determinamos la diferencia media

3.- Ya que necesitamos calcular Sp, la desviacion estandar de las diferencias, obtenemos la
desviacion de la media de D de cada diferencia y procedemos a elevar al cuadrado cada deswviacion
y se obtiene la sumatorra de esta La desviacion estandar de las diferencias puede calcularse ahora
mediante la aplicacion de una formula conocida, con los simbolos cambiados

Ecuacion 9. ..

4.- Calculamos ahora el error estandar de la diferencia media, desviacién estandar de D,
empleando.

- Sp
iy I
Fewacion 10 . . . . . ..

5 - Ahora que tenemos el error estandar de la distribucion muestral, podemos localizar nuestra

estadistica muestral, media de D, en esta distribucion calculamos el valor de t. Esto se hace de la
forma
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