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RESUMEN

Se llevé a cabo un estudio para determinar la influencia de la que-
madura severa y del fratamiento con colina y cianocobalamina sobre la
proporcién de células polimorfonucleares (PMN%) del exudado peritoneal.
Se utilizaron ratones albinos suizos: “normales”, “quemados” y “quemados
tratados” y un modelo estandarizado de quemadura que compromete 30%
del drea corporal. El tratamiento consistié en la administracién por via
intraperitoneal de colina (1 mg/100 g/12 horas) y cianocobalamina (50
mcg/100 g/24 horas) a partir de las 4 horas postquemadura. A las 72
horas del trauma cada grupo fue subdividido en dos, segin el tipo de
inéculo intraperitoneal: solucién salina (NaCl 0.9%) o Pseudomonas aeru-
ginosa (PsA). Tres horas después del inéculo dos observadores indepen-
dientes determinaron el PMN% sobre un fotal de 200 células del exudado
Peritoneal. Se estudié, ademds, la actividad de anticuerpos séricos anti-PsA
Por hemaglutinacién pasiva.

No hubo diferencia entre los grupos de “normales” y “quemados” en
Cuanto al porcentaje de PMN en respuesta al inéculo de solucién salina,
En cambio el grupo de “quemados tratados” mostré un incremento signi-
ficativo de dicha proporcién. Comparado con el inéculo de solucién salina,
el inéculo de PsA se asocié con un incremento del PMN%, tanto en los
————
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“pnormales” como en los “quemados tratades”, no asi en el grupo da
“quemados”, en el cual disminuyé significativamente.

Los resultados sugieren que la quemadura reduce la capacidad de los
polimorfonucleares para afluir al foco inflamatorio; que este efecto es
uno de los mecanismos de disminucién de la resistencia contra la infeccién,
y que el tratamiento neutraliza tal efecto. Los datos indican ademis, que
el estudio de la proporcién de polimorfonucleares del exudado peritoneal
es un método Util para estudiar los cambios producidos por la quemadura
en los mecanismos celulares de defensa.

INTRODUCCION

Los progresos logrados en el tratamiento del shock causado
por quemaduras graves, han permitido reducir significativamente
la mortalidad precoz, es decir, la que se produce en las 48 horas
subsiguientes al trauma (1, 2). Sin embargo, se ha observado
que aproximadamente el 40% de los pacientes que sobreviven -
a esta fase aguda mueren mas tarde por infeccion sistemética,
un 60 a 80% de la cual es producida por Pseudomonas aeruginoss
(PsA) (8, 4).

Esta elevada frecuencia de infeccién se deberia a dos fae-
tores: la aparieién de una extensa “puerta de entrada”, y la
alteracion de los mecanismos inespecificos de defensa (1, 4-7).
Entre estos Gltimos se ha demostrado que la capacidad fagocitica
del sistema reticuloendotelial (SRE) disminuye notablemente
(1, 8), y esto sugiere que los activadores inespecificos del SRE,
administrados después de la quemadura, podrian ser de utilidad
para prevenir la infeccion. Dos de tales agentes, la colina y la
cianocobalamina, son capaces de contrarrestar la disminucion
de la capacidad fagocitica del SRE que se produce en ratones
por el tratamiento con altas dosis de cortisona (9). El objetivo
de este trabajo fue observar la influencia del trauma térmico
y de la administracién de colina y cianocobalamina sobre la
proporcién de polimorfonucleares (PMN%) en el exudado peri-
toneal de ratones. Se estima que el estudio de los efectos ¥
mecanismos de acciéon de estas substancias puede proporcionar
informacién Wtil para reducir la elevada mortalidad por infeccién
que se presenta en pacientes con quemaduras graves.

MATERIAL Y METODOS

El disefio experimental a que se cifi6 el estudio aqui deserito
se resume en e] Cuadro No. 1.
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Administrado por via intraperitoneal a partir de las 4 horas postquemadura: colina (1 mg/100 g/12 horas)
4 cianocobalamina (50 mecg/100 g/24 horas).

Aplicado por via intraperitoneal a las 72 horas postquemadura.
0.5 ml de cloruro de sodio (NaCl) al 0.9%.
0.5 ml de Pseudomonas aeruginosa T 488, 2 x 10°® bacterias/ml.



364 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION

Ratones

Se utilizaron ratones albinos suizos de ambos sexos, de dos
a tres semanas de edad, cuyo peso fluctuaba entre 17 y 21
gramos. Todos recibieron alimentacién normal ad libitum, siendo
la distribucién por sexo similar en todos los grupos. Al final
del experimento el nimero de animales en cada grupo varié
forzosamente debido a pequefias diferencias en cuanfo a morta-
lidad precoz por quemadura.

Quemadura

Se utiliz6 un modelo estandarizado de quemadura experi-
mental (1). Segin este método, y previo anestesia con éter,
los ratones se cogen de la regién posterior del cuello con una
pinza y se sumergen hasta el borde superior de los iliacos en
agua a 70° C durante 5 segundos. De esta manera se obtiene
una quemadura que compromete 30% de la superficie corporal.
Luego se les inyecta por via subcutanea 2 ml de cloruro de sodio
(NaCl) al 0.9% a fin de contrarrestar las alteraciones hidro-
electroliticas precoces derivadas del trauma (1, 2).

Tratamiento

Concretamente, consistié en la administracién de colina
(1 mg/100 g/12 horas) y cianocobalamina (50 mecg/100 g/24
horas) por via intraperitoneal. El tratamiento se inicié a las 4
horas postquemadura, y continué por un periodo total de 72
horas.

Inéeulo

Al final de las 72 horas postquemadura se administré por
via intraperitoneal 0.5 ml de una suspensién de PsA, cepa T
488 (10) que es uno de los agentes que con mas frecuencia
causan septicemia en el Servicio de Quemados del Hospital del
Nifio de Lima, Pert (4). El inéculo se obtuvo a partir de cultivos
de 18 horas en caldo nutritivo, lavados con soluciéon de NaCl
al 0.9% y resuspendidos en la misma solucién hasta obtener una
concentracién aproximada de 2 x 108 bacterias/ml (densidad
6ptica: 0.45 a 650 mu).

Exudado Peritoneal

Tres horas después del inéculo y previa anestesia con éter;
se abri6 la cavidad peritoneal, evitando la ruptura de vasoS
sanguineos, y valiéndose de una pipeta capilar se tomé una
muestra del exudado. Con esta muestra se efectuaron dos €X-
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tensiones en lamina, las que fueron coloreadas por el método de
Wright, y en cada lamina se calculé el PMN% contandose el
nimero de polimorfonucleares sobre un total de 200 células.
Los criterios de clasificacién para identificar una célula como
polimorfonuclear fueron la presencia de ntcleo lobulado (sin
nucléolo) y la observaciéon de granulaciones en el citoplasma.
Anticuerpos Anti-PsA

Luego de extender el exudado peritoneal los animales fueron
decapitados para obtener una muestra de sangre en la cual se
determiné el titulo de anticuerpos contra PsA cepa T 488. Por
su mayor sensibilidad, se utiliz6 para el efecto la téenica de
hemaglutinacién pasiva (3, 11).

FIGURA 1
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Influencia de la quemadura y del tratamiento sobre la proporcién de
polimorfonucleares (PMN%) del exudado peritoneal en ratones. Nu-

mero de casos entre paréntesis (solucién salina: % inéculo:

Pseudomonas aeruginosa). Las diferencias son significativas (P<0.05):
a) entre los dos inéculos de cada grupo; b) entre los tres subgrupos
inoculados con PsA, y c¢) entre los “quemados tratados” inoculados
con solucién salina y los otros dos subgrupos del mismo inéculo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del experimento se presentan en la Fig. 1.
Del total de 102 ratones estudiados ninguno mostré anticuerpos
detectables por hemaglutinacién pasiva, por lo que es razonable
considerar que esta variable no influyé en los resultados finales,

En cuanto al PMN %, en cada uno de los tres grupos hubo
diferencias significativas (p < 0.05) entre la respuesta al
inéculo salino y al in6culo bacteriano. Sin embargo, tal como
se observa en la Fig. 1 esas variaciones se producen en sentidos
diferentes, segin el grupo experimental. E1 PMN% obtenido
con el indculo de solucion salina representaria la proporcién
normal o “basal” de estas células en la cavidad peritoneal. En
el grupo de “normales” con inéculo de PsA se aprecia un
aumento en el PMN% en relacién a la proporcién “basal”. En
el grupo de “quemados”, la presencia de PsA en la cavidad
peritoneal se asocia con un descenso de esta proporcién. Por
dltimo, en el grupo de “quemados tratados” ocurre un fenémeno
similar al de los “normales”, ya que la presencia bacteriana en
la cavidad peritoneal se asocia con un aumento significativo
en el PMN%.

Comparando los tres subgrupos con indculo de solucién
salina, se observa que no existe mayor diferencia entre los
“normales” y los “quemados”. En cambio el PMN % se encuentra
significativamente elevado en los “quemados tratados” (p <
0.05). Igual resultado se obtuvo en este grupo cuando el trata-
miento se administré por via subcutinea, lo cual descarta la
posibilidad de una respuesta inflamatoria al trauma de la in-
yeccién (1). En consecuencia, los datos obtenidos parecen indicar
que la quemadura no afecta el PMN% “basal”’, y que e] trata-
miento con colina y cianocobalamina incrementa significativa-
mente dicha proporcién, sin necesidad de un estimulo infeccioso.

La comparacién de los tres subgrupos en los que se aplico
el inéculo bacteriano (PsA), revela que el PMN% es menor
en los “quemados” que en los “normales” y que en éstos €8
atn inferior al de los “quemados tratados”. El alto porcentaje
de PMN que acusa este tltimo grupo se deberia al aumento
en la proporciéon “basal” y a la afluencia de polimorfonucleares
al foco inflamatorio en respuesta al dafio bacteriano. Los autores
de este trabajo observaron en forma independiente mayor fre-
cuencia de formas j6venes en este grupo, que en los otros dos.
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Experimentos realizados tanto in witro como in vivo han
mostrado que los polimorfonucleares que afluyen al foco infla-
matorio, migran a partir del torrente sanguineo por quimio-
tactismo positivo en respuesta a determinados polipéptidos
producidos en el proceso de inflamacién (1, 12). Aun cuando
el mecanismo intimp de este fenémeno y su variabilidad en
funcién del agente bacteriano son poco conocidos, existe comiin
acuerdo en cuanto a su importancia como uno de los mecanismos
celulares inespecificos de defensa (13). Algunos productos
metabdlicos de PsA ejercen accién antimigratoria in wvitro, la
cual seria normalmente neutralizada in vivo por los mecanismos
de defensa del huésped (14). A juzgar por el PMN% en el
grupo de “quemados” inoculados con PsA, el trauma térmico
alteraria esta capacidad de neutralizacién reduciendo la afluencia
de polimorfonucleares. Se ha logrado demostrar que las dos
substancias usadas estimulan in vitro la proliferaciéon de células
del SRE (9), efecto que probablemente se debe al papel que,
como cofactores, desempefian en la sintesis de 4cidos nucleicos
(15). De esta manera, el incremento del PMN % se deberia al
estimulo proliferativo ejercido por el tratamiento, consideracion
que es reforzada por la corta vida media — de 3 a 4 dias — de
los polimorfonucleares (16). Si se establece analogia con la
situacién en humanos, la dosis de colina es similar a la que habi-
tualmente se ingiere en diestas normales (17), en tanto que
la de B, es mil veces mayor que la-recomendacién nutricional
(18). EI incremento del PMN % asociado al in6culo de PsA
en los “quemados tratados”sugiere que el tratamiento produjo
una reversion del efecto de la quemadura, y que los animales
de este grupo recuperaron su capacidad para responder al dafio
infeccioso con una mayor afluencia de polimorfonucleares. Tal
efecto no ha sido descrito previamente e indicaria que el trata-
Mmiento mejora la capacidad de defensa contra la infeccién en
ratones con quemaduras severas.

Estos resultados fueron observados 72 horas después de la
Quemadura y en ningin caso se detectaron anticuerpos anti-PsA,
lo que descarta la posibilidad de que hayan sido producidos por
Cambios hemodindmicos post-trauma o por diferencias en la
respuesta inmune especifica. Los datos expuestos sugieren nuevas
bosibilidades en el rol de estos factores nutricionales en los
Mecanismos celulares de defensa, y muestran que la proporcién
celular del exudado peritoneal podria ser un indicador ttil para
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el estudio de las alteraciones de la capacidad de defensa contra
la infeccidn.

SUMMARY

Influence of burn trauma and of treatment with choline and cyanocobala.
mine on the cellular response of the peritoneal exudate in mice,

A study was carried out to determine the influence of burns and
treatment with choline and cyanocobalamine on the proportion of poli.
morphonuclear cells (PMN%) in the peritoneal exudate of Swiss albino
mice. Three groups were formed: “normal”, “burned” and “burned subject
to treatment”. A standardized model of experimental burn involving 30%
of total body surface area was used. Treatment began 4 hours post-burn
and consisted in the intraperitoneal administration of choline (1 mg/100
9/12 hours) and cyanocobalamine (50 mcg/100 g/24 hours). At the end
of a 72-hour post-trauma period, each group was divided into two subgroups,
according to the type of intraperitoneal inocule administered: saline solution
{NaCl 0.9%) or Pseudomonas aeruginosa (PsA).

Three hours after inoculation, the PMN% was determined by two
independent observers over a total of 200 cells of the peritoneal exudate.
Serum antibodies anti-PsA were also measured by passive hemagglutination.

No difference was observed between “normal” and “burned” mice in
regard to the percentage of PMN in response to the saline solution inocule,
while the group of “burned subject to treatment” showed a significant
increase in the PMN%. As compared to the saline solution, the inocule
of PsA was associated with an increase of the PMN% in both “normal”
and “burned subject to treatment” mice, as well as with a decrease of
PMN% in the “burned” group.

The results suggest that burn trauma decreases the polimorphonuclear
capacity to migrate to the inflammatory zone. They also lead to believe
that diminished capacity of migration is one of the mechanisms of the
decrease in the resistance to infection, and that treatment counteracis
this effect.

In addition, data indicate that the PMN% of peritoneal exudate is
useful for the study of cellular mechanisms of resistance to infection.
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