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INTRODUCCION.

a)i- Respucsta Inmune Inesch1F1ca Bl sistema in--. .

munoléglco provee al. organlsmo humano de una
de mecanismos que 1nteracc1onan entre si par
~to de las agresxones 1nfecc1osas y pa7351 ar

liferaciones malignas. Esta protecc16n

respuesta inmune que comprende act1v1dades catalogadas como .-

especificas e inespecificas er1nc1uye 1ementos humorales M

celulares en ambas categorias,{1i

Entre los mecanismos i rés1$téncia ineéﬁecifica ser
encuentran-aquellos que las células fagocitlcas llevan a cabo
para constituirse en una de las priméras barreras derdqfensa
para eliminacién de microorganismos y cé&lulas extrafias al in-
dividuo. Estas c8lulas fagociticas se definen por su capaci--
dad de ingerir part3fculas vivas o inertes. Entre ellas se en-
cuentran los macrb6fapgos, los monocitos y los polimorfonuclea-
res (PMN), siendo €stos Gltimos los mis numerosos en circula-
cibn sanguinea. La habilidad de las células fagociticas para
matar bacterias ha sido atribuida a una extensa variedad de -
agentes que se producen constantemente o se forman durante la
fagocitosis (26) ’ -
El proceso fagocitico incluye varias etapas que se
manifiestan como diferentes funciones interrelacioﬁadas entre

si tales como la quimiotaxis, la opson1zac16n, 1a 1ngest16n

la desgranulacién y la exocitosis, La qu1m1otax1s es 1a mlgra-



C16n d1r1g1d1 por una substanc1a que ‘atrae a las células ha-~ L

(v 13)

asi

‘ztact1cos (30 3‘

'Vaccxones. fj‘_ T '}:' Y

‘ " la 6psonizaci6njes otro fenbmeno importante que --
participa en el contexto de la fagocitosis al convertir a --
las particulas extrafias en material mis susceptible de inges
tidn. Posteriormente se lleva acabo la endocitosis gracias a
movimientos membranales mediados por microfilamentos de acti
na y miosina que culminan en la emisidén de pseuddpodos que -
engloban a las particulas extrafas y se fusionan para consti
tuir el fagosoma. Es entonces cuando ocurre la fusi6n de 1i-
sosomas con el fagosoma para vertir el contenido enzimitico
en esta nueva estructura que se conoce como fagolisosoma y -
que es donde se lleva acabo la destruccidn del material inge
rido que'serﬁ finalmente exocitado(s'

En los fagocitos existen mdltiples sistemas micro




~ 3~

b1c1das que podrlamo% d1v1d17 con f1ncs de’ estudla cn’ dcpcn- ’

Entle los prlmelos debc~‘.'

dzntes e 1ndepend1entcs dc oxigeno

‘ Schultz ¥y kam1nkcr qugxeren que en el neutrof:lo ‘_‘{
humano normal el conten;do de- MPO es mayor de 5” ael peso se. .
kco de ‘la - cé&lula (17) Esta enzzma fué llamada orzq:nalmentc .
verdoperux1dasakpqr Agner dqb;do a su color verde. 51nremba£,(‘.
g0, el nombre de MPD fué adoptade cuindo se déscubrié;qpeﬁig:l *
perox1d1sa de 1a leche también tienc color -verde. Lo
La MPO es una plotelna bisica compuesta de varlas

subunldades con un peso ‘molecular - () comblnadgﬁgggre,lao y

150 KD. La cantidad 'y estructura de 1las subunidades no;sp'ha
determinado en forma definitiva puesto que diferentes estu--

dios descrlben la presencia de nﬁmeros d1ferentes de subun1-

(258}

dades electroforeticas La variacidn de estos resultﬂdos_,‘

abedece ap1rent1mcntc al tipo de gel usado para el anﬁl1w15'

y ¢l tipo-de células examinadas (z, 4, ’4)
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La EPO difiere de la MPO en estructura primaria,
en su grupo hemo y en las reacciones que cataliza. La EPO -
forma también un sistema citotdxico cuando se combina con -
HZOZ y.un haluro, aunque esta enzima parecc reaccionar me-
nos rapidamente que la MPO con el cloruro (14).

El neutréfilo responde durante la fagocitosis, --
con un incremento del consumo de oxigeno. Esta combustibn -
respiratoria di como resultado la generacidén de oxidantes -
con capacidad destructiva. Entre ellos podemos citar la acti
vacibn de una oxidasa unida a la membrana cuyo principal --
sustrato es aparentemente ia nicotinamida adenin dinucleoti
dofosfato reducida (NADPH}. Ademds la nicotinamida adenin -
dinucleotido reducida (NADH) tambien podria servir como sus
trato En ambos casos hay la participacién de un citocromo -
de tipo b.

Esta oxidasa cataliza la reaccién

20, + NADPH —————— & 20,7 . & - NADP

Generandose un peroxido dckhigtﬁggno;a partir del
i6n superoxido. o

- + : : ) .
—>

20, + 2H HZOZ , + ‘OZ la
cual pude llevarse acabo espontdneamente o'con participa--
cién de la superoxido dismutasa.

El peroxido puede ejercer un efecto bactericida, -
que se incrementa al combinarse com la MPO y un haluro con -

la formacibén de radicales oxidantes altamente reactivos:cs’

29)



H‘filia‘que‘se“pre

por eJempln con helmltos. Ademis hay difercncxa
~_405granulos de perox1dasa que se pierden en lps monoc1tos
cuqndo se convierten en macréfages tisulares. Los macr§

pueden contener peroxidasa en el aparato secretor, manifes-

tando su actividad cuando se adhiren 2 una superficie inlvi-
tro (’4). Esta peroxidasa parece diferir de.la contghida.eh
granulos de los neutrdfileos por aparecer en el reticulo endo-
plasmico de los monocitos adherentes de pacientes con ausen--
cia de MPO. La peroxidasa presente en el reticulo no es libe-
rada en el fagolisosoma y no hay evidencia de que esta sea sg
cretada hacia el fluido extravascular y asi no parece estar -
jinvolucrada en la actividad téxica de los macrdfagos (23, 26)L
Las evidencias de participacibn del sistema de la --
MPO en la actividad microbicida en la célulz intacta provienen
del estudio de pacientes con un defecto congénito en la fun---
cifn del neutrd6filo. La enfermedad granulomatosa crénica (EGC)

e¢s casi siempre mortal durante la infancia y los nifics que la



f._d1ca en. la nusencxn

e G-

pero eran 1ncapates de destru1rlas. El defecto en la- EGC Ta

de act1vnc16n ‘de la-'oxidasa de la mem- - -

“brpna,que 1n1C1aM1a~pombust16nvresplratorla (5). Por ello <.

“res-que no-se géherﬁ H,0,.v se pierde el  complejo de destruS7*;ia,‘

cién MPO-haluro:h,05 (7). R

Otro defecto congénito del metabolismao: que ha con'ﬁ
tr1bu1do a-incrementar el conocimiento de la act1v1dad micro
bicida del neutr6filo es la deficiencia hereditaria de la.--
MPQO. Este es un desorden gen8tico raro en elrcual se encuen-
tra ausente la MPO de ncutréfilos y monocitos, por lo que no
pueden matar a los microorganismos normalmente a9, 24). En
virtud de tal defecto la c&lulas utilizan como alternativa -
para efectuar su accién microbicida los productos de reduc--
cién del oxigeno altamente recactivos como el anidn superéxi-
do, H,0, y los radicales hidroxilo en combinacién con los sis

temas antimicrobianos independientes del oxigeno

Sin embargo el mecanismo preciso por el cual el sis’
tema MPO-haluro-H,0, ejerce una actividad bactericida sigue ba
jo investigacidn (16). Cuando el yoduro es el haluro, la voda

cidn de la bacteria constituye aparentemente la causa de muerte



: Eacteriana. Cuando el clofuro es el haluro 1os amino5cidos
ise descarboxilan oxidativamente-a ﬁu forma‘Ae aldhehfdos -
con propiedades bacteriéidas potenciales. Algunos experi--.
mentos indican que el aldehido se forma de aminodcidos de

origen microbiano (26) mlentrasque el 51stema de la mielo-

peroxidasa d1am1na y descarboxlla g11c1na, alan1na EC1ﬂo

aspdrtico, ciste1na 11s1n >“ser1na fen11anan1na ‘valina:.-~

leucina e isoleucina

tapazole,—tiohrea,m]._i

(161

c1st1na y tiosulfato

i) s VlallanC1a Inmunoléglca.- En cuanto a las en
fer@édédes,neoplésicas se refiere, el sistema inmune cuegta
 éon'io qﬁe se conoce como "Vigilancia Inmunoldgica™ (VI) ba
'jﬁ cuyo titulo se engloban todos aquellos mecanismos que --
participan de alguna manera en la prevencién o eliminacidn
“de un tumor. La respuesta se gencra debido al estimulo.que -
constituye la aparicidn de neocantigenos sobre las células al
teradas, por lo que son reconocidas como extrafias (1).

De hecho, la membrana de la cé&lula tumoral es un -
mosaico antigénico complejo que asocia estructuras normales
como. los Ag de histocompatibilidad, con Ag tumorales (AT). -
La -intensidad y la efectividad de la respuesta inmune (RI)
estard de acuerdo a las caracteristicas fisicas e‘inmunolégi

cas de diéﬁos AT (20).



La respuesta inmune puede ser de tipo celular vy !
humoral pero la respuesta de tipo celular (RIC}) es la que se
considera fundamental en la VI, manifestandose por la produc-
cidn de substancias solubles con accifn directa sobre otras
células normales o alteradas y por la accién directa; de linfo
citos para lograr la destruccidén de c&lulas tumorales, con o
sin la participacifn de moleculas producidas por otras c&lu--
las {24 .

La RIC est& representada por linfocitos T circulan
tes entre los cuales hay algunos capaces de destruir a las cé
lalas tumorales al contacto. Estos linfocitos derivan de una
c&lula madre en la médula 6sea, maduran en el timo y residen
en los érganos linfoides (ganglios linfiticos, bazo, amigda--
las, apéndice y placas de Peyer) en donde se liberan a la cir
culacidn sangufnea y linfitica para dividirse el ser estimula
dos por un Ag.

La actividad de los linfocitos T ocurre primordial
mente a través de un contacto Intimo entre células T y macrd-
fagos, despu&s de que estos Gltimos han tomado y procesado al
Aq. Ademfs el macr&fago colabora con la célula T en la destruc
ccibn del tumor a través de un juego elaborado de sefales humd
rales. El macrbfago es atrafdo hacia la vecindad del linfocito
inmune por factores quimiotdcticos para luego ser retenido y -
finalmente instruido o activado por el mismo linfocito T me=---

diante otras linfocinas (MIF y MAF). El macréfago activado pue



: de antlcuerpos (Ab) Las células B pueden ser est1mulndas dli.

’rec;amentprporrATVo indirectamente por medio de celulas}T,-- ff
‘Eﬂobéfédafié'};io§ macréfagos. Este tipo de RI tambien jpééa
S un papel en'e] control de tumores pero ha sido visto poco -
'efect1vo, espec1almente en relaci6n a tumores sblidos, Adicio
 na1men;e;”la ‘RIH podria resultar finalmente de proteccién y
'promdéién tﬁmofﬂl, a través de los mecanismos de manipulacién
é}l:hﬁéspca'querlos tumores llevane zabo. Otras células lin--
fﬁides que no se han clasificado con certeza entre ninguno de

los dos grandes grupos (T y B) de que hemos hablado también --

" participan ‘manifestando accién citotéxica. Estas células, cuyo

mecanismo de accién no ha sido tampoco plenamente dilucidado
se conocen como c&lulas NK (natural Xiller o c?lula asesina -
natural ),

Adéﬁés de las células linfoides, que son las c&lu--



las ccntrales de ia RIC y RIH,

'c1t05 con func1on== fagocitlca

_laC1on dxrecta cor el déf1c1t soc1ocu1tura

(10)

fn&mxco de quienes lo padecen

‘Su- etiolbgia permanece desconoc1da. No obstantc va
_rios estudios epidemiol8gicos han demostrado que el'céncgr
cérvico uterino JZaCU) es mfis frecuente en mujeres que inician
muy jovenes su vida sexualmente activa, que tienen su primer
‘embarazo a tempran edad, que son multiparas y han tenido va--
rios compaiieros sexuales especialmente si los habitos higiéni
cos genitales son deficientes y los compaferos sexualcs.no son:..

circuncidados (18)

Ademds,los estudios serolégicos indican s
que las mujeres con CaClU ticnen Ab contra el virus herpes s1m-

plc (HS5-2) con un tftulo y una frecuencia- cxtraordlnarlamcnte
o, 181

elevadas
De acue'do con la Federacién Internac1ona1 de GIHCCO

0b5tetr1c1a (FIGO .el CaCU se clasifica clinlcamente en -4 esta'

dloskppsterlores 2-la d1splasxa v al céncer in situ o estadio

0 de acuerdo o’ la-siguiente manera:



in situ,”

. mente al cérv1x y no se prescnta induracién en.el parametr1d
se. consxdera 11 A Cuando ademés se presenta d1cha 1ndurac16n :
T en parametrxos se clasificara como estadfo II B,

Estadio I1I.- Carcinoma extendido hasta la pared =
pélvica (11T B) o se extiende hasta el tercio 1n£gr19r de la
“vagina (11T A). L
Estadio IV.- Carcinoma diseminadﬁ mﬁérélla.de 15 o
. pélvis o que invade la mucosa de la vejidga o:del recto’(IV A)

o ha metastatizado a organos distantes (IV B),
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FUNDAMENTAGION DEL TEMA.

Se considera que la funcitn primdrdial de ios po-
limorfo nucleares (PMN) es la inges:{éh y‘muerté de microor-
ganismos patdgenes mediante la fagocitosis; S5in embargo; los
PMN tambien participan en otros aspectos igualmente importan
tes de la respuests inmune (RI} como son 1la presentacién del
antigeno, citotéxicidad y secrccibn de substancias con accibn
biol6gica como el interferdn, Ademds se ha gstableqﬁdqrquerr-,
los agentes microbicidas como el interferén y el péroxidg de
hidrbgeno son liberados en sitios extracelulares, donde afec-
tan blancos solubles y paticulados. Asi'hismo, eiisten eviden
cias scevca del efecto citotSxico de léeucocitos humanos sobre

" c€lulas neoplisicas, los cuales hablan de la participacién --
del sistema de la peroxidasa en esta actividad.
Se ha demostrado que los neutrofilos humanos pue-‘
den liberar cantidades citotBxicas de H,0, ¥ mieloperuxidasa'
(MPO} que en combinacifn con un haluro destruyen células tu-

(g)‘ Ademds también se ha demostrado potencial

morales murinas
citotbéxico de granulocites humanos activados con acetato de -

forbol miristato (PMA) contra una linea celular de iinfocitos -
T-humanos (CEM) (°%). Esta Gltima actividad se debe a la for-

macibén de dcido hipocloroso a consecuencia de la activacidn del
sistema de peroxidacidn. La participacién de la MPO del neutro-
filo, en mecanismos de control y actividad antitumoral fué con

firmada por la inhibicifn de la citotdxicidad con azida de so-



taria de MPO y la correccibn especi£1ca de este defecto al

agregar MPQ purificada (8)

_ En virtud de que el céincer cérvico utériﬁo (CaCU)‘Esw
la neoplasia mds frecuente en la mujer en nuestrO'ﬁédis;»qué';"
representa un grave problema de salud pGblica ¥ toman&o.eﬁ‘-{»
cuenta el hecho de que la RI inespecifica (RIT} constifuye la -
primera barrera hacia la proliferacifn de material éxtrafio alj
organismo, como le puede ser una célula aberrante, con51dera-:
mos interesante evaluar dicha respuesta en pacientes. con CaCl.
Para ello utilizamos como primer enfoque un modelo de estudio
basado en el control de crecimiento bacteriano por elementos
celulares y humorales. El trabjo aqui descrito comprende la -
primera fase cuyo objetivo serd el iniciar andlisis y estandg 
rizacién de los mé&todos que nos permitan evaluar las diferen- -

tes variables involucradas,



luro™ 1nvolucrado puedeser cloruro yoduro o bromuro

~..damente bajas

Vtantes que. part1c1pan ‘ensi temas ‘e'perox1dac16n que son im-

‘portantes en’ la real1zaC16' de,mecanlsmos bactericidas. El ha

(16) Se. -

sﬂbe que el clorurc es efect1vo a_concentraciones fisiolégi--
cas, (0.1 M) y aun -pH de 5. 0, mientras que la contribucibn. ne

ta del yoduro y/o ‘bromuro se desconoce, aunque se sabe que es

tén prescntes en suero a concentraciones menores a l/ugfloﬂ ml

Ly 372 g/100 ml respectivamente y que son en realidad extrema-

(33)

Los sistemas de peroxidacién se ubican entre 1los me- .. -

canismos dependientes del oxigeno que se llevan acabo en el '--

interior de las células fagociticas, Las células polimorfonuclea
res (PMN) en particular, son las mds abundantes en circula;ién
sanguinea. Estas c&lulas PMN constituyen parte importante de -
la respuesta inmune inespecifica, participando a través de la
fagocitosis y eliminacibén de bacterias y células tumorales quc
toman como blanco de su actividad.

Es por ello que consideramos importante investigar -
la funcién de las células PMN de pacientes con céncer, E1l --
cincer cérvico uterino sigue siendo desafortunadamente un mo-
delo de estudio obligado en nuestro pais, En relacién a este -
tipo de cincer se han descrito varias alteraciones celulaves -

entre las que se incluyen leucopenia, linfopenia y proporcio--
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de 5ubpoblaC1ones celulares, asi como algunas
(1, 24)

'nes alterada
-_otras alterac1ones humorales En las pacientes con -
CaCU se ha obscrvado previamente granulocitosis y con este -
'trabajo se. 1n1c1a un disefio experimental que pretende buscar
el punco de contacto entre la funcifn de esos ndmeros de PMN
‘clrculantes en exceso y su capacidad funcional que podria --
conducir haciq manifestaciones de actividad antitumoral,

) Uno de los aspectos se dirigird hacia la evaluacibn
de esa granulocitosis que meclonamos, Posteriormente se trata
‘ra de ohservar la capacidad de control sobre el crecimiento -
bacteriano en un sistema in vitro. Para ello se analizaridn -
las diferentes variables de tiempo, temperatura y concentra--
ciones celulares y bacterianas, Finalmente se tratari de ob--
servar la presencia de mieloperoxidasa (MPO) y la actividad -
de esta enzima proveniente de los mismos PMN,

Los aspectos mencionades se estudiarin hagiendo una
comparacidn entre cBiulas obtenidas de un grupo de pacientes
con aquellas provenientes de un grupo de mujeres sanas a las

que se practicari pruebas simlilares como control,
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OBJETIVOS.

T Demostrar una a1terac16n en la cantidad de cé-
’frlulas c1rculantes en sangre periferica de pacientes con CaCU
ken relacidn a controles normales,

2.- Estudiar la influencia que sobre el crecimien-
to bacteriano ejercen suero y células circulantes en sangre
ﬁeriferica de pacientes con CaCU. Para ello tambien se eva--
luard la actividéd microbicida de c8lulas y suero de donado-
Tras sanas.

3.- Analizar y tratar de optimizar las condiciones
necesarias para la realizacién de un ensayo in vitro, Gitil en
el estudio de sistemas de peroxidacién utilizando como blan-
co 2 cepas bacterianas,

4.- Determinar los niveles enzimfiticos de MPO en -
leucocitos totales de paciente§ con CaCU, asi como de donado-
ras normales, utilizando métodos fotocolorimétricos.

S,- Continuar con estos estudios otros que se han
llevado a cabo anteriomente para tratar de incrementar el co-
nocimiento de la relacién que hay entre la funcionalidad del
sistema inmune y la presencia de un tumor en cervix uterino,

6.- Iniciar estudios que nos permitan tratar de -
establecer el punto de union entre la actividad en general -

de PMN y MPO en particular con la presencia de un tumor.



HIPOTESIS.,

Consideramos importante la evaluacifn de mecanis-
mos funcionales de las c&lulas polimorfonucleares de pnciéﬂ
tes con céncer enquienes suponemos que puede haber una fa--
1la en la respuesta inmune inespecifica coexistiendo con la
presencia del carcinoma. Por esto hemos decidido utilizar -
un método de estudio con el fin de determinar el control in
vitro del crecimiento bacteriano por su accesibilidad y en
relécién a la funcibn primordial de los PMN (fagocitosis) -
y dentro de ello, estudiar el sistema de peroxidacifn como
representante dc los mecanismos dependientes de oxigeno, --
que son necesarios para la degradacién del material ingerido.
Debe de establecerse una comparacidn entre células de pacien
tes con Call y.de controles normales puesto que elleo ha de -
definir las condiciones 6ptimas de anflisis y las posibles -
ulce}aciones existentes cn cuanto a la presencia y funcibén

de las células en cstudia,
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_ MATERIAL.

ﬁcajaé;aé Petfi-de‘lﬂ cm de diametro

“*Tufo; 3é Ensafo 13 X 100 mm;

'Tuﬁos de ensayo 15 x 100 mm

‘Tubos con tapSn de rosca 15 x 125 mm
chrotubos Eppendorf de pol1prop11eno A5 mi.
Jer1ngas de 5, 10, 20 ml
Ahujas 15 x 125
Gradilla

‘Pipetas Pasteur 2" de largo .

Pipetas graduadas de 1, 2, 5,10 mi e
Pipeta de Thoma para gl&bulcs blancos.»f
Pipetas automdticas 0.85 0.2, 0,25 y 1 ml (GILSO\)
Mechero Bunsen

Camara de Neubauer

Cubreobjetos 22 x 22 mm

Cubreboca

Portaobjetos

Celdas para espectrofotdmetro

Matraces

Embudos

Papael de Estrasa

Algoddn

Marcador

Papel aluminio.



L= 190 -

EQUIPO:

Estufa de 0 & 100 °C Lab-Line

: Refrigefador Acros
Cdngeiador de 0 a -20 OC American
Congelador de 0 a -76 9C ULTRA COLD.
Centrifuga clinica Solbat 115
Centrifuga refrigerada DAMON/ICE
Espectrofot6metro Bausch-lomb espectronic 20
Potenciometro Beckman SS-3 L
Microscopio 6ptico Zeiss
Vortex - Genie
Bafio Maria 0 a 100 °C Thelco
Balanza analitica Mattler
Balanza granataria OHAUS
Balanza granataria de dos platillos OHAUS
Agitador magn8tico Megnestir
Destilador BARNSTEAD

Autoclave.
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MATERIAL BICLOGICO.

Cepas bacterianas. _ _

Escherichia coli invasiva.- Infcule original dona
do por el departamento de Bacteriologia Mediaca de la E. N.
C.B. del I. P. N., Fué aislada de liquido cefalorraquideo
de un nifio de un afio y caracterizada como invasiva (9001 se
rotipo 01, KI : HT7).

) Escherichia coli no invasiva.- Indculo original -
donado por el cepario de 1a E, N, C. B, del 1, P, N,, Fué -
caracterizada como no invasiva {002-0119 B) por el personal
del propio cepario.

Muestras de sangre periférica de pacientes con --
cincer cérvico uterino proporcionadas por el departamento -
de Cobaltoterapia del Hospital de la Mujer de la S, S. A.
Muestras de sangre periférica de personal sanas que sirvie-
ron como controlesnormales. Estas personas fueron mujeres -
aparentemente libres de cualquier condicién patolbgica que
pudiese involucrar una alteracibn del sistema inmune. Estas
muestras de sangre fueron tomadas y procesadas como se des-

cribe en la seccidn de M&todos,
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L METODOS.ﬁ'
I.- Preparac16n del Inéculo bacter1ano

S En cond1c1ones de: estr1cta ester111dad 5e sembré

"1a bacter1a en cajas de Petri con agar ‘soya tr1pt1case1na -
: '{(AST)Alncubandose a 37 °C por 24 h | las colonias mejor ‘ais-
flklaéas'se sembraron en tubos con 5 ml de caldo soya Triptica-
.'seina (CST} y se incubaron a 37 9% por 24 h, Este crecimien-
to bacteriano se transfiri6 a un matraz con 50 ml de CST al
S % de glicerol mezclandolo perfectamente y se repartié en
alicuotas de aproximadamente 1 ml en tubos pequefios esteri-
les con tap6n ( microtubos eppendorf de polipropileno con -
capacidad de 1.5 ml), etiquetandolos y almacenadolos en el -

congelador a -70 °C hasta su utilizacién,

II.- M8todo para determinar el efecto microbicida "1ntV1%¥p+ :J~
del sistema de peroxidacion PR-HZGZ-Cl‘, R
Reactivos, ;

1.- Peroxidasa de rdbano (PR}. En una concentracén
de 1/ﬂg por ml, {(Sigma de Méxicoe P-8375),

2.- Solucién de glucosa 0,75 mM,

3.- Solucidn de cloruro de sodio 100 mM,

4,- Regulador de acetatos pH 5, 0,05 M,

5.- Peroxido de Hidr8geno 1 mM preparado al momen-
to de utilizarse.

6,- Peroxidasa de rébano inactivada {PRi)(Sigma de
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k”'Méx1c6f§=a8375)ﬁ Se’inaéti&S;en,Eaﬁpfﬁaf;aﬁglébgilﬁgiﬁnfdﬁ-f
Crante 300 i e e

: 7.- Escherichia gglirinvasiva:éulfiyéqé‘avgijCf- 
de 163 18 h antes en CST, fué ajustada amunéjvdensidéd;6p£
tica de 0.1 a una longitud de onda de 6207nm'y‘&ilﬁidd 1:5‘1
justo antes de utilizarla, L

8.- Agua desionizada,

9.- Solucidén de Alsever.

10.- Agar soya tripticaseina (AST). (DIBICQ).VV

11.- Caldo soya tripticaseina (CST), (DIBICO)::

En condiciones estériles se montaron los siguien-
res tubos mezcla de reaccibn (TMR) por duplicado ﬁerfectaﬁeg
. te etiquetados, 3 7

1, 2 Controles ,- Con 0,5 ml de bacteria

3, 4 H,0,, .- 0.1 ml de H,0,,
.5, 6 PRi .- 0.1 ml de PR
7, 8 PR .- 0.1 ml de PR

9, 10 Sistema .- 0,1.ml de PR, 0,1 ml de H50,.

A todos los tubos se le agregaron 0,7 ml de solu-
cibn de glucosa 75 mM; 0,1 ml de cloruro de sodio 1 mM --
0.05 ml1 de la suspensién de bacteria, El volumen final de -
cada tubo mezcla de reaccifn se ajustd a 2 ml en todos los
casos con H,0 desionizada, Los TMR se incubaron a 37 oc du-
rante 30' en bafio Marla, Despué€s se efectuaron tres dilucio

nes con Alsever; la dltima diluclién se sembrd por vaciado -



Silege.

en placa con AST

Se sembraron dos d1ferentes volumenes. (200 y 400

/pl) por tr1p11cado. Las placas se de;aron solidificar’ y se
1ncubaron a 37 0C por: 18 h Pasado el tlempo de 1ncubac16n
se real116 la cuenta viable por placa Y ‘se calculs el ntme

ro -total ‘de ‘colonias bactgrlanas, que estuvieron presentes::

en cada TMR: en'laksiguienfg forma: N(F)(2)=,hncteria$i§n‘?ap

2 ml.

. Donﬂe-N=_ai,ﬂﬁ@efgidg';olohias'@écteriaqés ;bfeﬁif

das por placa.' : : : : LR
F Factor -de’dilucién y mu1t1p11cado por 2 porque

es. el volumen final de cada TMR.

“Finalmente se calculd el porcentaje de inhibicidn

" de-cadaTMR en relacién a los tubos control,

II11.- Obtencién de leucocitos humanos de sangre periférica.

Se tomaron 15 ml de ‘'sangre por puncién venosa con
una jeringa de 20 ml la cual se prepar§ previamente con 5 ml
de dextrana al 6 % en Alsever. Se homogeneizd y se¢ dej6 sedi
mentar aproximadamente 45' a 37 °C, Se separ6 ¢l plasma del
paquete eritrocitario y se centrifugd a 500 xg durante 10' a
4 °c para separar el paquete leucocitario, eliminando el so-
brenadante. El botdn leucocitario se resuspendié =n Alse--
ver y se lavd centrifugando nuevamente a 500 x g por 10' y -

se realizaron dos lavados mds. Al eliminar el sobrenadante -
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tonicidad aforande elktuboﬁé

a 500 x g para eliminar el sobrenadante ~E1'bot6n celular se

resuspendié en 2 ml de soluc16n sa11na 1sot6n1ca y se tom6

una pequefia alicuota pﬂra rcallzar la cuenta vxable. Se afo-ff
r6 con medio y se volvid a centrifugar a 500 x g por 10‘._51
botén celular se resuspendid en 2 ml -de medio TC-199 .y .esta -
sdspensién fue la que se utiliz6. La cuenta viable se detei-:

mind mediante la exclusién de azul tripano.
IV.--Obtencién del suero.

Se obtuvieron 6 ml de sangre por puncibén venosa, -
‘con una ‘jeringa de 10 ml sin anticuagulante y se colocd en -
.un tubo de 13 x 100 mm. Se incub8 durante 20' a 37 °C Yy pos-
teriormente se separ6 el cofgulo de la pared del tubo y se -
incubé a -4 °C. Despues se centrifugbé a 1400 x g durante 15'.
S¢ separd el suero, colocandolo en 2 tubos con la misma can~-
tidad cada uno de ecllos, El contenido de uno de los tubos se
descomplementd a 56 °C por 30' en bafio Maria. La otra parte
del suero se utilizf activo. Ademis se realizd un frotis de -
sangre periférica total para la diferencial de cada una de --

las muestras, tifiendolas con el colorante Wright-Giemsa,



V.~ M&todo para deterl‘nivnayr c_al—:_t_a':ﬁecto;l';v_éc}tje}r_ivz;id.ra‘ de ;éﬁcoc'i;
tos humanos. R B S ] . s
Reactives.

1.- Medio TC-199

2.~ Suero aétivo (suero) de pacientes y donadoras
sanas.

Suero descomplementado (suero d). Descomplementado
a'56 % durante 30' en bafo Maria, tanto de vacientes con --
CaCU como de donadoras sanas.

4.- Células viables de pacientes y donaderas sanas

5.- Caldo soya Tripticaseina {CST).

Agar Soya Tripticaseina (AST).

7.- Escherichia coli invasiva previamente cultiva-
da en CST, a 17 °c entre 16 y 18 h antes y ajustada a una -—
densidad Gptica de 620 nm y diluida 1:5 justo antes de utili
zarla. Se eligib E. coli invasiva debido a la importancia que
tiene desde el punto de vista médico adem$s de ser una bacte-
r-ia manejable en el laboratorio.

Fn condiciones estériles se prepararon los siquien-
tes tubos mezcla de reacéién (TMR), para analiz.ar la activi--
de suero y células tanto de pacientes en estudio como de per-
sonas que sirviercn como controles normales.

1, 2 Controles

3, 4 Suero 4 .~ 0.2 ml de Suero 4

5, 6 Suero .~ 0.2 ml de Suero



';,26‘7 mg

7,8 Suero d: m&s .7 0.2 mlvde Suero ‘ﬁﬁs 2'*'106'
B célulask'i' células : e

9,710 Suero més .- 0.2 mlidé ‘Suero mas 2 X 106
células células. ; ; ;

A todos los“TMR - se ‘les ad1c1ono 1 nl del ‘medio -
‘ TC-199 y el volumen final de cada TMR se ajusté a 2'ml con o
el volumen necesario de medio TC-199. Los TMR se incubaren a
37 OC durante 70‘. Posteriormente se dif choque leucocitario
a 0.2 m1 de cada MR en 2 ml de agua destilada por 10', Des--
pués de este tiempo se realizaron 3 diluciones 1:11 con agua
destilada, a cada TMR. La dltima dilucién de cada TMR se sem
brdé por vaciado en vlaca. con AST. Se sembraron dos diferen-
tes volimenes 200 y 400 41 por duplicado cada uno de ellos.
Las placas se incubaron a 37 9C durante 18 h y se realizé la
cuenta viable bacteriana, calculando el ndmero de colonias -
bacterianas en cada TMR analizado, Después se calculd el --
porcentaje de inhibicidn del crecimiento bacteriano de cada

MR con respecto a los tubos control,

VI.- Determinacidén de proteinas por el método de Lowry.
Fundamento,- Se postula que intervienen dos reacciones,Una -
interaccifn inicial de la proteina y los jones Cu en medio
alcalino y una reduccidn de d4cido fosfotGngstico y fosfomo-
1ibdico a azul de tugsteno y azul de molibdeno respectivamen-
te. Esta reduccidn se debe a la accibn del complejo proteina-
cobre,

Reactivos,
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1.~ Mezcla de reactivos, 1 ml de tartrato de SOle
al. 2 %, 1 ml de sulfato de cobre al 1'% y 100 ml ‘de carbonato
de sodio al 2 %_en hidréxido de sodio 0.1 N.
: ’ _2.-7 Reactivo de fenol (Folimn-Ciocalteu, Sigma de -
Méxicoi- ‘

3,-  OvoalbGmina (ZOOIAq por ml en solucién salina
) isoténica).

La prueba se realiz6 por duplicado en tubos 13 x -
100 mm. Se colocaron 0.1, 0.2,0.3, 0.4,......1.07m1 de 1la so-
lucién de ovoalblGmina para la determinacién de la curva estan
dar. En otros tubos se colocaron las ali;uotas correspondien-
tes a 1.0 x 10° células de cada muestra problema. Todos los
tubos se llevaron a un volumen final de 1.0 ml con solucidn -
salina isotdnica. A cada tubo se le agregaron 3 ml de la mez-
cla de reactivos, se agitb en el vortex y se le dej6 reposar
10 Despwés se adicionaron a cada tubo 0.3 ml del reactivo -
de fenol, se agitaron y se dejaron reposar 30' mis. Finalmen-
te se ley§ cada tubo contra el blanco de reactivos a una lon-

gitud de onda de 600 nm.

ViI.- Determinacién de la actividad de la mieloperoxidasa de-
leucocitos humanos por el método de la ortodianicidina.
Reactivos.

l.- Regulador de acetatos 0.1 M pH 5,

2.- Ortodianicidina 0.02 M (Sigma de México D-3252}



3. - Perotxdo de hldrﬁgeno 0,3: M
4,- Perox1da5a de rﬁbuno en una concentraC16n de
230 ng por ml (Sigma de México: P- 8375) k
§5.- Acido tricloacetico’ a140 %

6.- Dioxano.

7.- Agua destilada. EESRE e :

La prueba se realizd por aupliéadox;ﬁ fﬂgoﬁfiS x

100 mm, A todos los tubos se les afiadio 0.3 m} dé regulador
de ‘acetatos, 0.05 ml de ortodianicidina 0.02 M y:o.l ml _de

'peroxido de hidr8geno. Los primeros tubos fueron los blancos

por lo que el volumen final se ajusté a 2,5 ml comn agua'deg

tilada. A los siguientes tubos se les afiadid 0.1 ml de la so
lucidn de peroxidasa de rfbano, Al resto se les adiciond el

® Jeucocitos de 1as mues

volumen correspondiente a 0.5 x 10
tras que se analizaron, El volumen final se ajust6 a 2,5 ml
con agua destilada y los tubos se incubaron en bafio Maria a
37 °C durante 20', Después a cada tubo se le agregd 0,5 ml-
de 4cido triclodcetico al 40 % y se le centrifugd a 1400 x
g durante 15'. Posteriormente se descartd el sobrenadante y
se afiadid 3 ml de dioxano a cada uno de los tubos, que fue-
ron entonces agitados y centrifugados a 1400 x g durante 15',
Finalmente se leydé el scobrenadante a una longitud de onda de
460 nm,

Los resultados serén analizados empleando la prue-

3

, asi como la -

(63,

ba 't" de Student para datos paramétricos

prueba "U" de Mann-Whitney para datos no paramétricos
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RESULTADOS

) con el fin de comprobar el efecto inhibitorio del
crecimiento bacteriano llevado a cabo por el sistema de la
mieloperoxidasa decidimos analizar las diferentes variables
involucradas. Asi se probd el efecto del peroxido de hidr6-
geno, de diferentes concentraciones de peroxidasa de rébano
(PR) y la suma de ambos junto con el haluro (C1) en lo que
constituirfa propiamente el sistema de peroxidacidn in vi--
tro, Ademis se observé si habia cambios én la actividad de
PR inactivada (PRi) por ebullicibn en bafio Marfia durante 30'
y las pruebas se practicaron con dos cepas de Escherichia -
coli. Una de las cepas fué clasificada como invasiva (tabla
1) y la segunda fué considerada no invasiva (tabla 2) de --
acuerdo con las caracteristicas expuestas en material y mé-
todos.

Como puede apreciarse el efecto mds consistente

estd dado por el peroxido de hidrSgeno por sf solo (a la con
centracifn de 1 x 10-5) y por el sistema propiamente dicho,

El sistema incluye, como mencionamos anteriormente, al }1202 y

PR a concentraciones semejantes a las que se utilizaron para

2y,

probarlas solas, ademfs de C1" a una concentracién de 1 x 107

Asi pudimos verificar la actividad del sistema de
peroxidacidn para lograr el control del crecimiento bacteria-
no. El efecto de dicho sistema fué mas notable en el caso de

la E. coli no invasiva, como era de suponerse por su menor --
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agres;v1dad El sxstema tuvo 1nc1uso un efecto mﬁs marcad

xcontra -la: B c011 no 1nvas1va que e1 que tuvo el Hzozﬁy el;

is1stema contra 1a- E coli ‘invasiva, (P( 0, 05) a‘concentra
'c1ones similares,

Para estudiar la relaci6én bacteria- célula fué
:que se realizaron los experimentos mostrados en la tabla 3
con c8lulas normales, que se incubaron durante 45' con E, -
coli invasiva., Posteriormente se desarrollaron tambien -algu
Vnos experimentos en condiciones semejantes con.células pro-
venientes de sangre periferica de pacientes con cacu (tabla
.4). El porcentaje de inhibicibn observado tendifé a ser un -
tanto més consistente cuando se agregaban células a la con-
centracibn de 2 x 106, motivo por el cual se decidif tomar
esta concentracién para los siguientes experimentos, Sin -
embargo es posible obscrvar entre ias células tanto de per-
sonas sanas como de enfermas, la ausencia de efecto contra
una o las 2 cepas, alin a pesar del incremento de la concen-
tracién celular y la consecuente disminucién de la relacibn
bacteria-célula, En contradiccién con los resultados ante--
Tiores (tébla 1 y 2), del sistema de peroxidacién libre de -
células, estas filtimas pruebas si incluyem células, la cepa
de E,_coli invasiva resultd con aparente mayor sensibilidad
que la no invasiva,

Al analizar el efecto de c8lulas ﬁormales (tabla,

5) y de pacientes con CaCU (tabla 6) sobre el crecimiento -




bacterlano,v col1 1nvas1va a la concentracién de 2 x

106 células‘y 45‘ de 1ncubaC16n, se observé que las células
' normales no e]erc1eron un efecto significativamente mayor -
‘(P> 0 05) que el suero autdlogo descomplementado, por si so
lo. La adici6n Qe suero autflogo descomplementado no incre-
:ménpd tampoco el efecto dado por las células solas. La ---
"inhibicién de crecimiento bacteriano realizade por las célu
klas de pacientes con CaCU fué notoriamente menos importante
si bien sin alcanzar significancia estadistica con respecto
a las c8lulas normales, Ademds el efecto dado por las célu-
las de pacientes con CaCU tampoco resultf estadisticamente
diferente (P> 0,05} del dado por el suero autSlogo descom--
plementado que fué a su vez incapaz de incrementar el por--
centaje de inhibicién, en combinacién con las c&lulas,
Cuando la incubaciBn de los tubos mezcla de reac-

cidn se extiende hasta 70¢ el efecto de las células se mini-

miza puesto que en la mayorfa de los casos tanto los leucoci

tos normales (tabla 7) como los de los pacientes con CaCU --

(tabla 8) no tienen efecto por si solos sobre el crecimiento

bacteriano., El efecto mediado por el suero autflogo inactiva

7 do solo, es esencialmente el mismo que el de las células, si

bien hay algunos casos en los cuales se potencia el efecto -
dado por la combinacidn de suero descomplementado mis célu--
las. El dnico factor que muestra un efecto consistente tanto

en el caso de células de personas normales como de pacientes

- ,~§_.\



con CaCl es el suero fresco o activo que cohtrolérdé»fbimé,f
importante y significativa (P<0.05) el érecimieﬁto:baétE{!"
riano con respecto a los otros casos. ,‘!k

En la tabla 9 podemos observar el resultado’ de 1;
tiempos variables de incubacién (entre 20 y 120') de‘g;;gg G
1li invasiva con diferentes combinaciones de suero y céipiaé
Ello se hizo con el objeto de encontrar las condicibnes?F}Z

bptimas para hacer evidente el control del crecimiento-bac

teriano por leucocitos humanos normales.

En algunos casos se puede apreciar losrcambipsf{¥
que constituirfan propiamente una cinética sujeta.a las ca
racteristicas propias del crecimiento bacteriano y su:limi
tacién por las diferentes variables, en los tiempos estu-j
diados.

En los experimentos que se muestran en la tabla
9 se ha pretendido demostrar la capacidad de las células
PMN normales ( que son 1a mayoria de los leucocitos en san
gre periférica) individualmente y apoyada por la presencia
de suero autflogo para controlar el crecimiento bacteriano
por mecanismos que claramente se deben la actividad fagoci
tica y/o citotfxica de c@&lulas PMN; dadas las condiciones
del ensayo.

En la tabla 10 se ilustra el caso individual de
las células de un sujeto sano que han sido estudiadas para

mostrar la cinética de que hablamos entre 20 y 90' de incu
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bacién conlas ‘bacterias y cuyo - resultado .es expresado en -
jter@inés dé’iﬁhibiciﬁn del propio crecimiento ‘bacteriano,
-Como se puede apreciar el efecto de las células por si so-
las que alcanzan su mdximo a los 45' es en realidad poco ng
table, el efecto del suero, en cambic es mis importante y - -
alcanza su miximo a los 70' utilizandolo tanto fresco como -
“ descomplementado. Un hecho interesante es el incremento que -
se V& en el efecto inducido por las cBlulas en presencia de -
suero fresco a los 70' de incubacifn. Tratando de demostrar -
un efecto debido a la opsonizacifn en estos casos de suero -
mis c#lulas es que se incluy8 el suero descemplementado mis -
células en pruebas paralelas, sin embarge los datos obtenidos
no son concluyentes y no nos pérmi;en descartar que el efecto
observado se deba exclusivamente a la accién litica del suero
por anticuerpos, o la suma de ambos por separade,

Precisamente para hécer claramente evidente el efec
to del suero fresco es que se presenta la grafica 1, con los
resultados de evaluaciones de la actividad inhibitoria por el
suero proveniente de varios individuos sanos, Como Se puede -
ver dicho efecto se incrementa gradualmente hasta los 70' de
incubaciBn para despues disminuir drasticamcnte,

Cuando se determind la actlividad de la MPO median-
te el método de la Ortodianicidina en leucocitos totales de -
sangre périferica de pacientes con CaClU se encontrd que no --

habia diferencjas significativas en cuanto a las cifras ob=-



servédas en las. donadoras normalesv(tablé 1.y 12) sin ém
fbargé};se pudo observar que hubo varias pacientes en las
cuales se determinaron cifras anormales en cuanto a la .-
actividad de MPO ya sea por cifras totales o relativas,

~En las tablas 13 y 14 se pueden observar las cuég-'
.tas diferenciales y totales de leucocitos de sangre perife-
fiCa de ‘donadoras sanas y de pacientes con CaCU respectiva-
méhte. Analizando ambos grupos no se encontro diferencia --
significativa ni entre las cuentas diferenciales ni entre -
las cuentas totales de las poblaciones celulares. Sin embar
go hay que sefialar que existen alteraciones en algunos da--
tos de pacientes con CaCU como en el caso de la paciente 4

la cual tiene una leucopenia y una linfopenia muy marcada.
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" Tabla '1 - Efecto del ‘ X t‘ema de perox1dac16n contra E coli

1nvas1va a 30' de incubacisn..

"% de inhibicién debido a

B(peﬁfﬂnento Control (a)— HZO'ZFB) - ?llri(c):‘ ‘PR(‘},) . ‘Sis'traﬁa(e),;

S IEs T 0 000 0.0 280

6 en los controles,con

" (a).- Ndmero dé colonias bacterianas x 10
tadas despues de 18 h de incubacién a 37 °C. (b): La concentra-
cidn de H)0, en los TR es igual a 1 x 108 M, (c): Peroxidasa -
de rabano inactivada en bafio Marfa a ebullicién durante 30' a --
una concentracién de 230 ng / ml en cada ™R, (d): Peroxidasa

de rdbano activa, a una concentracién de 230 ng / ml en cada TMR
(e): Sistema de peroxidaci6n PR-HZOZ-CI' donde la concentracién

- -2
del C1° es de ! x 107" M y la concentracién de los otros dos com

ponentes es jgual a la utilizada para evaluarse por si solos.



(e)

i Sistema v

83.9

6 22,37 i TR
7 0.0 - s5.5 700 233700
8 1.8 0.0 8.4 27,007 M

9 1.4 2.5 215 1.5 828

(a).- Nfmero de colonias bacterianas x 106 en los controles, --
contadas despues de 18 h de incubacién a 37 °C, (b): la concen-
tracién de Hy0, en los ™R es jgual a 1 x 108 M. (c): Peroxi-
dasa de rdbano inactivada en bafio Maria a etull ici6n durante -
30' a una concentracién de 230 ng / ml en cada TR, (d): Pe-
roxidasa de rdbano activa, a una concentacién de 230 ng / ml -
en cada ™R. (e)}: Sistema de peroxidacién PR-HZOZ-CI' donde la
concentracién del C1” es de 1 x 107 y la concentracién de --

los otros dos componentes es igual a la utilizada para evaluar-

los por si solos.
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'I’abla 3, - Concentrac16n d1ferente de células normales frente

‘a B col:l a’ 45' de 1ncubac1on

namero de células

6 2x10

“Control @) 1.5 x 10
L34

coli-no inv, .
5. E. coli'inv,. 2,000 e o
E. coli no inv, 2.0 Ceee 7.5 50,0

(a).- Nimero de colonias bacterianas én los controles x 106

contadas en las placas despues de 18 h de incubacidn a 37 °C
- Porcentaje de inhibicifn del crecimiento bacteriano con
respecto al control.



3B

Concentracio

diferente de Eé.lhlyaé"de,pacientes S

CEcolii

E. coli :
3 _E. ¢oli inv. oy -5 B
B. coli no invi. 2.0
4. E, coli dnv, = 2.4
S E coli inv. " 350
6 E. coli inv., 3.0
7 E. coli inv, 2.0

(a): Nimero de colonias bacterianas x 106 en los controles,
contadas en las placas despues de 18 h de incubacién a 37 °C,
* : Porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano con

respecto al control,
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rente a'E. coli invasiva a 45

¥ de Inhibicidn debido a

Células .
Células(b) Suero d(c) + Suero d’

B esad - e
0 © 58,8 B

0.0
12.5°

30,3
. '25.70 CT

(a): Nmero de colonias bacterianas x 106 en los controles
contadas en las placas despues de 18 h de incubaci6n a 37 °C .

): 2x 108 células colocadas en 1a MR, {c): Suero fres-
co descomplementado en bario Marfa a 56 °C durante 30'
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+" Tabla. 6.+ C&liilas ‘de- p:ac_i:ente,srcor__\ CaCy frente a E. coli

~‘invasiva‘a.45' de incubacién.. .

¥ de Inhibicidn debido a

B B ’ Células
|’ Pacientes [ Control @ Células(b) Suero d(c) + Suero d -]

52.4 .-
30.0
_ DU N
83T

0,0

(a).- Nfmero de colonias bacterianas x 106 en los. con-

troles, contadas en las placas despues de 18 h de in--
cubacién a 37 °C. (b): 2 x 100 células colocadas en
la MR, (c): Suero fresco descomplementadoen bafio Ma-

ria a 56 °C durante 30°.
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* Tabla 7.- Células normales frente a E. coli invasiva a 70'

‘de‘incubacibn,

% de Inhibicidn debido a
(a) (b) ) @ Células Células

Normales | - Control | C&lulas Suero Suerod + Suero. + Suero d

20 7.9 0.0  80.3 19.0  86.1 22,4

2 60.5 . 78.5  97.6  56.0  98.5 . 74.3.

22 3.0 0.0 0.0 0.0 ‘

23 3.0 90.0  63.0 0,0

24 27,6 0.0 18.9 - 27.4

5. 25,60 0.0 22,9 0,0

26 .85 0.0 348 0.0

27 143 0.0 0 948 22,1

8 14.3 7.7 96.4 24,0

(a): Ndmero de colonias bacterianas x 108 en los controles,
contadas en las placas despues de 18 h de incubacin a 37 °c
M®): 2x 106 células colecadas en 1a MR, (c): Suero fresco
activo. (d): Suero fresco descomplementado en bajio Marfa a

56 °C durante 30'



frente:a E. coli”

de’'Inhibicién debido a ,
[0) B () R )] Células Células
Células ' Suero Suero d '+ Suero + Suero d

00 778 0.0 8.0 90.8 |
69.6° 20,5 73,5 .. 96.8 62.5
o0 88,2 0.0 97.6° 0.0
0.0 820 0.0 88.6 0.0

0.0 959 1.1 96.8 38,1

{a): -Ndmero de colonias bacterianas x 106 en los controles,
contadas en las placas despues de 18 h de incubacibn a 37 °C
Mm): 2x 106 células colocadas en la MR, (c): Suero fresco
activo, (d): Suero fresco desconplementado en bajio Maria a
56 °C durante 30°.
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diferentes tiempos.

Células -Células: .
+.Suero . + Suero d-]”

(a): Tm'npos de incubacisn de 1os TMR en minutos, - (b): -Sujetos. = .

nomales, (c): Nimero de colonias bacterianas x 106, en los Zml
de la mezcla control, contadas en las placas despues de 18 h de in
cubacién a 37 °C. {d) : 2 «x 106 células colocadas en la MR, (e):
Suero fresco descomplementado en bafio Maria a 50 °C durante 30°

* :Porcentaje de inhibicidn bacteriana en relacidn a los controles,



D44

Tabla 10 - Inh1b1c16n de :E. coli.invasiva por leucocitos

humanos

: % de Inhibici6n debido a 8 "
ST BRI PPl 52 - lulas Células
(). .Contrql(_‘?? wC‘élulas‘CT) siero@ suero d(el ¥ Suero + Suevo d

282 s 193 245 319
350 303 A Coses 50,9
e e 626 662
0.0 0.0 27.8 0.0

(a): Tiempo de incubacién de los tubos MR, en minutos. (b): Ndmero

de colonias bacterianas x 106

, en los 2 ml de la mezcla control, --
contadas en las placas, despues de 18 h de incubacién a 37 °C, --
{c): 2 x 106 células colocadas en cada MR, (d);%uero fresco activo

{e): Suero fresco descomplementado en bafic Marfa a 56 °C durante 30',
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Tabla 11.- Act1v1dad de. pcroxidasa en” célul's de pac1entes .

.‘ con CaCU (a)

Pacientes (b) " “Proteina

S oVENO LN -

(aj: Deteminada por el método de la Ortodianicidina,
(b): Nimero de pacientes de quien provienen los leu-
cocitos totales de sangre periferica. (c): Concen--
tracién de proteina en 0.5 x 10 leucocitos totales,
deteminada por el método de Lowry. (d): Unidades -
especificas de actividad enzimatica en 100 g de pro
teina .

Una unidad es la cantidad de enzima necesaria pa
ra producir un cambio de 0.1 en la densidad &ptica -
resultante tajo las condiciones del ensayo



x n.? 6.2
L L 29,7 33
‘(a): Detemminada por el método de la Ortedianicidina. (b):
Ndmero de las personas de quien provienen los leucocitos -
totales de sangre periferica, (c): Concentracidn de proteina
en 0.5 x 10° leucocitos totales, deteminada por el método -
de Lowry. (d}: Unidades especificas de actividad enzimatica
en 100 g de proteina.
Una unidad de proteina es 1la cantidad de enzima necesa-
ria para producir un cambio de 0.1 en la densidad Sptica re
sultante bajo las condiciones del ensayo (28].
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Tabla 13.--Cuentas.diferenciales: de cohtroleS«normales.vg‘ ) '

Cuentas porcentuals

vet

Lt

D928 1452
76456~ 4089
1517 2173
4103 3782
1509 4671
1872 3393
1187 ,2001
4205 2374
3492 1953
4283 4934
3598 409
1383 5187
1499 1118
5354 2677
997 3790
4955 2276
2178 6446
484 1221
2893 2719
1849 4589
3250 318
1675 4130
3201 3094
3160 1340

cooc—oeoococwoso—a

N O U S R e
NONNNONOOG o0 a

X 46 49 2 1.4 0.4 0.7 6132 2830 3039
' 20 17 1,51.5 0.8 0,8 2116 1528 1505

* :leidas en frotis de sangre periferica tefiidas con colorante
de Wright-Giemsa. ° : Obtenidos de acuerdo al procedimiento -
descrito en la secci6n de métodos, L: Linfocitos, Ne:Neutro-
filos. M: Monocitos. E: Bosinofilos. Bs: Basdfilos. B: Bandas
Le: Leucocitos. Lt: Nimero total de linfocitos, Net: Nimero
total de neutrofilos, N: Namero de las donadoras control,
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“Tabla 1.- Cuentas diferenciales de pacientes con CaCl.

. "Cuentas porcentuales;®’ “Cuentas totales ®
PoL NeS M B Bs e/mm> - LT Net

23327950

~2136. 7238

8472064

186472366

486 1458

4725 6964

810 2661

274 3399

1071 - 1958

1292 3983

2906 2207

3016 2123

627 2072

3823 3059

1612 3385

762044031 5852 1808 3526

1537576 0.4 1 3307 1324 2141

L gLeidas en frotis de sangre perfferica tefiidas con colo-

~rante de Wright Giemsa.

° :Obtenidos de acuerdo al procedi

miento descrito en la seccifn de métodos, P :Ndmero de la

paciente,

L: Linfocitos. M: Monocitos, E; Eosinofilos --

Bs: Bas6files. Bn: Bandas. Le: Leucocitos. iLt: Nimero to
tal de linfocitos. Net: Nimero total de neutrofilos.
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Grdfica I.- Porcentaje ¢e inhibici6bn del crecimiento bacteriano de E.coli
invasiva loarado por suero fresco de perscnas normales a fdiferentes tiem-

pos de incubacibn.
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' DISCUSION.
En este trabajo se ha abordado el cstudxo de un -
esqﬂcm&\;dmblgjorde interacciones de la respuesta inmune --

;iﬁespécifica dirigido a la observacién del'comportamiento -

eucou1tos polimorfonucleares de pac1entes con cincer --

'_cérV1co uterlno. Para ello se tratd de cstudiar cl efecto

F’Vestas células puedep manifestar sobre la proliferacién

Lf?}b;gfidna;'Asi pues; s¢ montd un modelo in vitro para cstu

; diar el control que sobre el crecimiento bacteriano tenian -
: ‘195~1eucocitos solos o en presencia del suevo, Ello s¢ prac-
ticd con la intenci6n de abundar en la funcibn caracteristi-
ca de los leucocitos polimorfonucleares (PMN), que consiste
en fagocitar material antigénico y extrafio al organismo, con
el fin de iniciar y posteriormente amplificar la respuesta -
inmune. Con el mismo propdsite se practicé la determinacién
de mieloperoxidasa, que se encuentra fundamentalmente en los
PMN.

Este trabajo se enfoc8 al estudio de PMN de pacien-
tes con clncer cérvico uterino por las razones expuestas en -
la introduccién, que hablan de La importacia del padecimiento
en nuestro medio. Por ello y basados en estudios anteriores -
donde se observd un exceso de leucocitos PMN en sangre perifé
rica de dichas pacientes, fué que se hizo este trabajo con el
fin de iniciar este tipo de estudios en la bfisqueda de defec-

tos enzimaticos o alteraciones celulares que contribuyan a in
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'crementar pqéstro>conotimienfo'soBre la relacién existente
‘cntfé lazféébﬁesta ihhﬁhé,y‘él,desarrollo del carcinoma.

i Las variablesrde'hn sistema de peroxidacibn fue-
_rpnbestudiadas en un sistema libre de células utilizando -
bcfokidasa de.Tdbano para ver el efecto que tenia sobre el
- crecimiento de 2 tipos de cepas de E. coli, Como se ha des
crito, el efecto mds definido estuvo dado por el sistema -
de peroxidacifn compuesto de H,0,, peroxidasa de rédbano y
C17, siendo tal efecto mAs marcado sobre la cepa bacteria-
na'menos virulenta,

Posteriormente se tratd de encontrar las condi--
ciones “dptimas en cuanto al nfinero de células, relacifn -
bacteria-c€lulas y tiempos de incubacidn, Asi, se escogié

6 células, que fueron cultivadas

la concentracifn de 2 x 10
por periodos variables de tiempe (45 y 70' los mis efecti-
vos) para buscar el efecto sobre bacterias ajustadas por --
densidad 6ptica previamente para que la relaci8n se conser-
vara entre 1 y 3 unidades formadoras de colonia por célula,
al final del ensayo.

Sin embargo, pese a los diversos experimentos que
se realizaron en un buen nlmero de pacientes y de controles
normales no fu posible finalmente encontrar diferencia per
fectamente definida, Esto probablemente fué debido al rango

de variacién en el comportamiento de las células obtenidas

de personas normales.



-De cuﬁlqu1er manera, podemos afirmar que se ver1f1

cé las cond1c1ones de un sistema de peroxidacién que resultﬁ

efect1vo en el control del crecimiento bacteriano y . se hlZO

evident que este 51stema es mis efectivo que los componen-- :

V—tes del mismo por si solos. Se observd tambien que hubo dife-
rencIas en’ Ia suscept1b111dad de las cepas bacterianas al:--
sisféma>11bre de cBlulas en comparacién a aquel donde sf hu-:"
bd,bartic;pa;ién celular, siendo esto esperable en virtud—dg';"
que hay una gran cantidad de factores que podrian estar inveo
lucrados en este d1ltimo caso,

Ademis se pudo observar que el suero éutélogo des;
complementado no fud efective en el control del crecimiento
bacteriano, Tampoco hubo un efecto estadisticamente signifi-
cativo de las c8&lulas normales, en comparacién al suero, Al
comparar la actividad de células de persenas normales con -+
las pacientes con cdncer,si se observSé una cierta tendencia
a la menor efectividad de estas Gltimas para la inhibicién -
del crecimiento bacteriano in vitro,

La relaci6n de inhibicifn del crecimiento bacteria: .
no con el tiempo de incubacifBn llevado acabo por el suero --
tanto de pacientes como de normales, es bien manifiesta, es-
pecialmente por los datos obtenidos en la cinética del ensayo.

En cuanto a la actividad de peroxidasa, tampoco se -
encontraron diferencias como grupo entre normales y pacientes.

Sin embargo; hay varias pacientes cuyos datos se encuentran -



 fueravdék1os iimites normales. Lo mismo se puede afirmar en
.relaéién aylas cuénta# diferenciales, donde de nuevo no hay
“diferencia estadisticamente significativa como grupo pero -
.éi hay varias pacientes cuyos datos cstdn definitivamente -
1fpera de los valores normales en los que se aprecia claramen
te-la leucopenia 'y la linfopenia que se ha reportado repeti-
damente en asdbciacidn tanto del céncer como de la radiotera-
pia. o
Asi pues; podemos decir que con este trabajo ini-
ciamos la busqueda de las condiciones adecuadas para standa-
rizacidn de pruebas para el estudio de la funcionalidad (fa-
gocitica) y capacidad (enzimatica) de c€lulas PMN de pacien-
tes con cdncer cérvico uterino, Si bien no se¢ ha podido de--
mostrar claramente grandes diferenclas entre normales y pa--
cientes con cincer, consideramos que se ha dado ¢l primer pa
so para hacer evidentes posibles alteraciones que repercutan
en la capacidad inmune de las enfermas y contribuyan a permi
tir la presencia de un tumor en coexistencia con una respuesta

inmune incspecifica deficiente,
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CONCLUSIOVES

E control del crec1m1ento bacteriaho‘nd fue

con CaCU estuvo dado por’ el suero autdlogo fresco. que mani-s -
'f1esta pna curva de normalidad con un pico-a los 70! de 1n-7
rcubaciSn.

3.- Se confirmd la eficacia del sistema de peroxi:
dacién en el control del crecimiento bacterianc de acuerdo
al modelo utilizado.

4.- La concentracidn de MPO en leucocitos de pa---
cientes con CaClU y controles normales es semejante bajo las
condiciones del ensayo.

5.- No se puede demostrar correlacién entre la ca-
pacidad de las c&lulas PMN y su contenido MPO.

6.- No hubo diferencia entre las cuentas de pacien-
tes con CaCl y controles normales. Sin embarge algunas pacien
tes tienen cifras definitivamente anormales de cé&lulas, tanto
en el caso de leucocitos totales como de subpoblaciones de es-

tos,
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ANEXQ.- Preparacién de reactivos:.

- Solucién de Alsever:

Pesar los sxgu1entes react1vos‘
Glucosa ‘
Citrato de SOle dih1dratado

Ac1d0 citr1co monohxdratado

e Alseveri LT

-SOIUC16n salina isoténica (0.85 %)

Disolver 0,85 g de cloruro de sodlo en 50 ml . de a--

gua destilada, Esterilizar a 15 1b de presién,

-+ = Carbonato de sodio al 0.7 %.
Disolver 0.7 g de carbonato de sodic en un poco de
agua destilada y llevar a un volumen final de 100 ml con agua

destilada, Esterilizar a 15 1b de presién por 15'.

-Peroxidasa de rdhano 1 A& por ml (Stgma de México P-8375)

Pesar 0.003 g de peroxidasa de rébano y diluir en .-
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"3.ml de regulador de fosfatos 0.05 M, Ph'6.5. -

-'Rgguiaéor

osfatos U 05 M, pH 6

b ml de agua destllada. )
> : Fosfato de sodio ‘dibdsico 0. 05 N Pesar 1.
' de fosfato dibdsico, disolver en un poco de agua dest1lada yi
» aforar a 100 ml de agua destilada,

Una vez que se prepararon la solucxonas,,a]ustar el

pH a 6.5. Agregar gota a gota el fosfato de sodio monob351;o

al fosfato de sodlo dibdsico, agitando continuamente;

-Regulador de acetatos 0,05 M, pH 5

Acetato de sodio 0,05 M, Pesar 1,0255 g de acetato -
de sodio y aforar a 250 ml con agua destilada,

Acido acdtico glacial 0,05 M, Medir 0,075 ml de &ci-
do acético { = 1.05 g por m1) y aforar a 250 ml con agua desti
lada.

Adicionar gota a gota el acetato de sodio al dcido

acético glacial, con agitacién continua, , paTa a;ustar a pH 5,

Solucién de glucosa 0,75 M ‘f”ui :
Pesar 0.3375 g dé‘giucbs' orar a 25 ml de agua

destilada.
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0.7 % esterll. El vire de colorramarxll

vo de la neutralidad.

- Liquido de Turk.
Medir 3 ml de icido: acét1cu glac
ml con agua destilada y ad1c1onar unas gotas de cr15ta1 V1ole

ta.

Colorante azul tripano 0.1 %.
Pesar 0.1 g de azul tripano, disolver en un poco de -
solucibn salina fisoldgica y llevar a un volumen de 100 ml de-
la misma solucidn. Almacenar a temperatura ambiente para su --

uso.
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- Colorante de Glemsa.

Pesar 0,5 g del colorantc,

dc agua destlladu.

- H1dr6x1do de SOle 0 1 N

Pesar 4 g ‘de h1dr6x1do de sod1o, d1solver en.un po'u

co de agua destilada con ag1tac16n continuay aforar a1 1i

tro de agua destilada.

- Per6xido de hidr&geno 0.3%.

Medir 0.17 ml de per8xido de hidrégeno al 30% y‘di:

luir en 4,83 ml de agua destilada.

- Tartrato de sodio y potasio al Z%.
Pesar 0.1 g de tartrato de

en 5 ml de agua destilada.

" Sulfato de cobre pentahidratado al
Pesar 0.05 g de sulfato de

disolver en 5 ml de agua destilada.

sodio 'y potasiofi:diluir.

cobrélpenfahldratadbiy*; 2




soluc1on sa11n

1: 10

- 0rtod1an1C1d1na 0. 02 N (81 ma” de México

Pesar 15 85 mg de ortod1mn1 idi

~2:5'ml de agua destxlada

- Caldo de soya tripticaseina (DIBICQ)
Pesar 1.5 g de caldo sof@iff :
tar en 50 ml de agua destilada. Mezc:

a 15 1b de presién durante 15'.

- ‘Agar soya tripticasina (DIBICO).

.. . Pesar 4D g del medio, rehidratar en 1 litro de --
agua destilada, mezclar bien. Calentar agitando frecuente--
mente y hervir durante 1'. Despues de que este bien disuel-
to distribuir en tubos 1§ x 125 mm con tapén de rosca y es

terilizar a 15 libras de presidén durante 15,
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. FE DE ERRATAS.

En la pigina 11 a partir del uarto renglon se omitieron

las siguientes lineas..

Estadfio II.- El carcinoma se extiende més alld del cérvix,

-

pero no alcanza la pared pélvica o se extiende a la vagina. En

el caso de gue no se presente induracidn en el parametrio...
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