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INTROílUCCION. 

a). - Respuesta Inmune InespecHi ca'.,~ El sistema in­

munol6gico provee al organismo humano dé una intri;;ca'dá red -

de mecanismos que interaccionan entre si par,a'p;otegerlo tan­

to de las agresiones infecciosas y paras:i,tarias ,:c,omo de pro- -

1 iferaciones malignas. Esta protección ''Sé· genera,,.durante la -

respuesta inmune que comprende activida'd~~ catalogadas como -

específicas e incspecíficas e inclu-y~ _.'efeTil-éntos humorales y -

celulares en ambas cateRorlas (lJ 

Entre los mecanismos de" resistencia inesoecífica se 

encuentran aquellos que las células fagociticas llevan a cabo 

para constituirse en una de las primeras barreras de defensa 

para eliminación de microorganismos y células extrañas al in­

dividuo. Estas células fagociticas se definen por su caoaci-­

dad de ingerir particulas vivas o inertes. Entre ellas se en­

cuentran los macr6fagos, los monocitos y los polimorfonuclea­

res (PMN), siendo éstos !iltimos los más numerosos en circula­

ci6n sanguínea. La habilidad de las células fagocíticas para 

matar bacterias ha sido atribuida a una extensa variedad de -

agentes que se producen constantemente o se forman durante la'. 

fagocitos is (Z 6) 

El proceso fa~ocítico incluye varias etapas que se 

manifiestan como diferentes funciones interrelacionadas entre 

si tales como la quimi~taxis, la opsonizaci6n, la ingesti6n, 

la desgranulaci6n y la exocitosis. La quimiota~is es l~ migra-
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ci6n dirigida por un¡¡ .s.ubstancia ·que atrae a las células hac 

cia fos an.tigenos (Ag) .. ·~as factores quiiniotácticos se Übe~ -

ran como parte de la reacci6n inflamatoria y ent~e.;ellós·:ha}" 

alg~nos conte~idos ~cir .losPMN; cbn á~ci6n qui~a1:~~ti~;;:~i-~ 
reo ta C34 ) y otros generados por ·inté~accÚ>n de ias ¡;.'¡~~os -

P.·IN. con. el· com~lementci ·. (t•JC30, / 1•• '32 '.}3); ;~~~:C::é1Ú~s : 
, ··,' .,_ '-'·-· _.e,_",:·,· .. :; 

linfoides producen además factores que inmovi.lizan ·.·~· los le!:!_ 

cocitos·.PMN evlt~ndo ;~ ~i~j~;;,~iif~é~!\Yt{~ c1/inflamaci6n 

en· 13l, asi como<hcf~~·¡{5·~if;~IM1~iiv;~¡\' tos agentes quimi~ 
tacticos C3o, 31 • 3Zr, ~()ncl,;{{#~~·~~ t:ll manera a la regul!!, 

ci6n de la respuesta, graci,~·f~·na·~~mpleja 'red de inter---

acciones. 

La opsonizaci6n es otro fenómeno importante que 

participa en el contexto de la fagocitosis al convertir a 

las partículas extrañas en material más susceptible de inge~ 

ti6n. Posteriormente se lleva acabo la endocitosis gracias a 

movimientos membranales mediados por microfilamentos de acti. 

na y miosina que culminan en la emisi6n de pseudópodos que -

engloban a las partículas extraftas y se fusionan para const! 

tuir el fagosoma. Es entonces cuando ocurre la fusi6n de li· 

sosomas con el fagosoma para vertir el contenido enzimAtico 

en esta nueva estructura que se conoce como fagolisosoma y -

que es donde se lleva acabo la destrucci6n del material ing~ 

rido que ·ser~ finalmente exocitado(S, 71. 

En los fagocitos existen múltiples sistemas micr~ 
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bieldas que podriamos dividir con fines de estudio en dcpcri­

dintes e independientes de oxigeno. Entre los primeros debe~ 

mos mencionar· los radiCtiles libres derivados del oxígeno; C1 

pcroxido Ú hi~l'Ó&~!lO· y el sistema d~ las mi"1operoxidasa. ' 

.. Entre lll~ se~~~~~~ ,e~Ün Íás ~rot~ínas <:aÚónic~s d.e'P~l.N, lá 

.1actofcrfi~ri/.~a i'iso:im~ .. /1; ~i~~t~~a.•· •,> /•, <. 
• ~u~o~y~ Yo~ ~i-in<:1~d1e{m~ci¡~ismos. ;~i,cl~iiv~s .:~~ c1 

C¡úe 1·épi·ese1ita".1n~111féfoperoicidása (MPO). cÜaiido>s~ 'combfria con: . 

. una fü<l~~~·~e.hid}ógell~ ;'.~~-~al~¿~•ci 7 ¡ 22Y;'~g.~\·~~~;¿Üos'. 
PMN son esp~~Talmelli:e r¡cos en M~O,~ient~as e¡J~'il)~·:~o~i.{¿¡l · 

los son :~ualmcntc deos. en ·otra ~al"iedad d~;~~f1JxÚ1ls~\~no 
cidn corno la eosinofí 1 peroxicÍ~sa (EPO). Jl]}: . • . . . ' -

- " . - .,, '' - _, 

Schultz y Kaminker sugi~r6n.qu~ e~ el ne~trofilo -

humano normal el contenido de MPO es mayor.de St del peso S!'_ 

co de la c6lula (l?l. Esta enzi~a fué llamada originalmente 

verdopcroxidasa por Agner debido a su color verde, Sin emba:r, 

go, el nombre de MPO fué adoptado cuando se descubrió .que la 

peroxidasa de la leche también tiene color verd". 

La MPO es un3 proteína básica compuesta de varias 

subunidadcs con un peso molecular (PM) combinad() __ entre 130 y 

150 KD. La cantidad r estructura de las suburiidades no se ha 

determinado en forma definitiva puesto que diferentes cstu-­

dios describen la presencia de nameros diferentes de subuni­

dades electroforeticas (251 . La variación de estos resultados 

obedece,aparentarnente al tipo de gel usado para el análisis 

Y ~J tip~·de c6lulns examinadas (Z, 4 , 34) 
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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 citot6xico cuando se combina con -

H2o2 y un haluro, aunque esta enzima parece reaccionar me­

nos rapidamente que la MPO con el cloruro (l 4l. 

El neutr6filo responde durante la fagocitosis, 

con un incremento del consumo de oxígeno. Esta combusti6n -

respiratoria dá como resultado la generación de oxidantes -

con capacidad destructiva. Entre ellos podemos citar la acti 

vaci6n de una oxidasa unida a la membrana cuyo principal -­

sustrato es ap~rentemente la nicotinamida adenin dinucleoti 

dofosfato reducida (NADPH). Además la nicotinamida adenin -

dinucleotido reducida (NADH) tambien podría servir como su~ 

trato En ambos casos hay la participaci6n de un citocromo -

de tipo b. 

Esta oxidasa cataliza la reacci6n 

+ NADPH + NADP 

Generandose un peroxido de hidr6geno a partir del 

ión superoxido. 

+ 2H + + º2 la 

cual pude llevarse acabo espontáneamente o con participa- -

ci6n de la superoxido dismutasa. 

El peroxido puede ejercer un efecto bactericida, -

que se incrementa al combinarse con la ~!PO y un haluro con -

la formaci6n de radicales oxidantes altamente reactivos:(S, 
29) 
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+ c1- HOCl 
. . . ' 

Los g~r§nulos de los eosinófilos contienen una pro" 

ieína. fuerteme~tr~at:iónica conocida como Proteína. Básica .-­

PrincipÜ (PBP) ~u~: tiene propiedades tóxicas, Los eosinófi-. 

los noi~~i~~erimicroorganismos tan bien como lÓ'hacen·i'os.~ 
neutrófil;,i',; ~ero. pueden dañar organismos que resgÚ:'~~ de.da:.'·· 
siado g~arid~~ para ser ingeridos. Es bien conocida la ;~~jn9. 
rüi.a qiie se pre;enta en los pacientes con parasi.tosis,~cqmd 

por ejempio con helmitos. Además hay diferencia en cuani:ci·¡¡•;;.··· 
,·,·>.-·:-· . 

. los gránulos de peroxidasa que se pierden en lps monocitos 

cuando se convierten en macrófagos t isu1ares. Los .mac;·6·ú~;,'s·~ .. · 
pueden contener peroxidasa en el aparato secretor, manifes-- · 

tando su actividad cuando se adhiren a una superficie in vi­

!!9. (l 4l. Esta pcroxidasa parece diferir de la conténida en 

gránulos de lo!' no>1trófilos por aparecer en el retículo endo­

plásmico de los monocitos adherentes de pacientes con ausen-­

cia de MPO. La peroxidasa presente en el reticulo no es libe­

rada en el fagoljsosoma y no hay evidencia de que esta sea s~ 

cretada hacia el fluido extravascular y así no parece estar -

involucrada en la actividad tóxica de los macrófagos <23 • 26 ). 

Las evidencias de participación del sistema de la -­

MPO en la actividad microbicida en la célula intacta provienen 

del estudio de pacientes con un defecto congénito en la fun--­

ción del neutrófilo. La enfermedad granulomatosa crónica (EGC) 

es casi siempre mortal durante la infancia y los niños que la 
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padecen sufren · fofeccÍ.ories granuloin.~t6sas repetitivas é:aus! 

das 'pór b~cterÚs ·c·~~sideradas comtinmente de bajo grado de 

patogenÚid~{ La c~~sade este tipo de infecciones fué de­

n1CIÚT~d11:;·~~ri·i!l6~/ al comprobar otie los neutr6filos de los 

p;ci~riter poÚ~~: fagocitar ciertas bacterias normalmente, 
. . . 

. pero eran ini:apac.es de. destruirlas. El defecto en la· EGC r! 

dica en la. ausenc}i\::de activaci6ii de la· oxidasa de la mem-­

brana que inida. ·.1a· .. combusti6n respfratoria (S), Por ello ' 

es· que no se gener~ H 2o2 y se ¡iierde el complejo de destru!::.. 

' h i 11 ·o~ C7l ci6n o•IPO- a uro" _2 . ;!..-,·· · • 

Otro defecto congénito del metabolismo que .ha co!!_ 

tribuido a incrementa·r el conocimiento de la actividad ·micr~ 

bicida del neutr6filo es la deficiencia hereditaria de la --

MPO. Este es un desorden gen8tico raro en el cual se encuen­

tra ausente la MPO de neutr6filos y monocitos, por lo que no 

pueden matar a los microorganismos normalmente (l 9 , E4l En 

virtud de tal defecto la células utilizan como alternativa -

para efectuar su acción microbicida los productos de reduc-­

ción del oxígeno altamente reactivos como el anión super6xi­

do, H2o2 y los radicales hidroxilo en combinaci6n con los si~ 

temas antimicrobianos independientes del oxígeno 

Sin embargo el mecanismo preciso por el cual el ~i~ 

tema MPO-haluro-H2o2 ejerce una actividad bactericida sigue b! 

jo investigación (l 6l. Cuando el yoduro es el haluro, la yod! 

ción de la bacteria constituye aparentemente la causa de r.uerte 
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bacteriana. Cuando el cloruro es el haluro los aminoácidos 

se descarboxilan oxidativamente a su forma de aldhchídos -

con propiedades bactericidas potenciales. Algunos experi-­

mentos indican que el aldehido se forma de aminoácidos de 

orígen microbiano (Zfi) mientrasque el sistema de la mielo­

peroxidasa diamina y descarboxila glkina, alanina, ácido 

aspártico, cisteina 1 lisin-a:;· s-~rina 1 fen~la~anina, valina .... _ 

leucina e isoleucina (26) 
•.;.e 

El ~fe~tcÍ <l~ij'is\e~a MPO-:H~o 2~~hillir~o, púede ser 

.inhibidcÍ:po"r ~zida\ cianuro, t iocianato, tapazole; tiourea, . 

~lutati6~ ~ed~~~as~, cisüi:.a y tiosulfato (l 6l. 

···b);- Vio.ilancia Inmunol6gica,- En cuanto a las e!!. 

fermedades neopl&sicas se refiere, el sistema inmune cueQta 
. . . 

con ·10 que se conoce como "Vigilancia Inmunológica" (VI) b!!_ 

jo cuyo titulo se engloban todos aquellos mecanismos que 

participan de alguna manera en la prevención o eliminaci6n 

de un tumor. La respuesta se genera debido al estímulo.que -

constituye la aparici6n de neoantigenos sobre las células a! 

te.radas, por lo que son reconocidas como extrañas (1) 

De hecho, la membrana de la celula 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) -

estará de acuerdo a las características fisicas e'inmunol6g! 

cas de dichos AT (ZO) 
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La respuesta inmune puede ser de tipo celular y -

humoral pero la respuesta de tipo celular (RIC) es la que se 

considera fundamental en la VI, manifestandose por la µroduc­

ci6n de substancias solubles con acción directa sobre otras 

células normales o alteradas y por la acci6n directa de linf~ 

citos para lograr la destrucción de células tumorales, con o 

sin la participación de moleculas producidas por otras célu-­

las <24 > 

La RIC está representada por linfocitos T circula!!. 

tes entre los cuales hay algunos capaces de destruir a las c! 

lalas tumorales al contacto. Estos linfocitos derivan de una 

célula madre en la médula ósea, maduran en el timo y residen 

en los órganos linfoides (ganqlios linfáticos, bazo, arnígda-­

las, apéndice y placas de Peyer)" en donde se liberan a la cir 

culación sangu1nea y linfática para dividirse el ser estimule 

dos por un Ag. 

La actividad de los linfocitos T ocurre primordia! 

mente a través de un contacto íntimo entre células T y rnacró­

fagos, después de que estos a1tirnos han tornado y procesado al 

Aq. Además el macrófago colabora con la célula T en la destru~ 

cci6n del tumor a través de un juego elaborado de se~ales hum~ 

rales. El macr6fago es atra!do hacia la vecindad del linfocito 

inmune por factores quirniotácticos para luego ser retenido y -

finalmente instruido o activado por el mismo linfocito T rne--­

diante otras linfocinas (MIF y Ml\F). El macrófago activado pu~ 
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de ser visto. como. uria célul~ ~-"~~\n; rcla~ivam~ntc inespecí­

Üca que pared ~ab~r• ~dq~'il°iJo 11~; c¡pacidad nilircada para - -

matar se!~ctiv~~~n~(i~~ f'ÚJ;1~s füÚi'~n~s co~ las•cu;les en~-­
. tra· en. ~¿·~:~~~··~t·a::~~::~:'.:L~~~f~;.~: -r. ::·.,:}~L- .. V 

·''.""'.·,·;.'"·-·:· 

' ./i:a:·?'~s~ti~st'd i'ninu~~- humoral (RIH) se encuentra re-

piles'én~~;_d~:;f~Í¿:_~s,éi'i~fócitos B que derivan tambien de célu­

las ~adre)en~(a\ntd~la 6s~a donde posiblemente maduran para 

Las~ cé}u-la_s• B ¡íroÜferan cuando son estimuladas y se diferen 

cÍ~~ e~}~l~J"~~ plásmaticas, que son la fuente de producci'6n 

de_ ant_icu~rpos (Ab). Las células B pueden ser estimuladas -di 

rectamente por AT.o indirectamente por medio de células T 

cooperadoras y los macrófagos. Este tipo de RI tambien juega 

un papel en el control de tumores pero ha sido visto poco -

efectivo, ·especialmente en relaci6n a tumores sólidos. Adicip_ 

nalmente;_ la RHI podría resultar finalmente de protección y 

promoci6n tumoral, a trav6s de los ~ccanismos de manipulación 

del huésped que los tumores llevan,. :abo. Otras células lin- -

foidcs que no se han clasificado con certeza entre ninguno de 

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

p-arÚcip-ari manifestando acci6n citotóxica. Estas células, cuyo 

mecanismo de acci6n no ha sido tampoco plenament~ dilucidado 

se conocen como células NK (riitural killer o c~lula as~sina -

natural ). 

Además de las células linfoides, que son las célu--
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las centrales de la RIC y RIH, tambien ~a;ti¿p;n citresleui:~ •• 

citos con funciones fagochicas )' citot!Íxiias/ a~·travii~: de m{ 

c.anismos como .los descritos en la p~imériÍp~r~~.Ú~·;~¡'';.~t)e-<· 

ducci

6

n. . c) •. , 'Cánc~r··cérvi~o~·Ut~~;irio'~}(;f ic2d1~~::~.~t:~ca 1 

- ".: :·· .:·;,.:~:1.:.;,., ;<:/.~Le)::):, -·~-~\~~:>/f~:.~---Ji~;~;;;_~~-i'.:J(··. i.~Fi:~ -: <::-- ~· · 
es el ·tipo de cáncer que afecta:: mas 'frei:u.éntemeiite~ia''las.·:muje • 

r~s,del~undo en dcsarrollo;,EJL A~Aéii.)' en•:k~fii~~·L~tik:~,.\~· 
incid~ncia es de mas. de so casos. p~~ lOÓ ooo y '¡iuardá~~~~"'["'.:, 0 · 

'.: -·~"':_~---··:,--;/;·. 

!ación directa con el déficit sociocunurar:: higiénícó :.y 'e:co',' · 

nómico de quienes lo padecen (lOJ. 

Su etiológia permanece desconocida. No ob~t~nt~; V!!_ 

rios estudios epidemiológicos han demostrado que el cáncer 

cérvico uterino ::::aCU) es más frecuente en mujeres que inician 

muy jovenes su viCa sexualmente activa, que tienen su primer 

embarazo a tempran edad, que son multiparas y han tenido va-­

rios compañeros sexuales especialmente si los habitos higiéni 

cos genitales so~ deficientes y los compafieros sexuales no son 

circuncidados (lS) Además,los estudios serológicos indican -­

que las mujeres con CaCU tienen Ab contra el virus herpes. sim­

ple (HS-2) con un título y una frecuencia extraordinariamente_. 

elevadas (lO, lS) 

De acuerdo con la Federación Internacional de Gineco 

Obstetricia (FIGO:• .el· CaCU se clasifica clinicamente en 4 est!!_ 

dios posteriores a la displasia y al cáncer in situ o estadio 

O de acuerdo a la siguiente manera: 



- 11 -

Estadio :o;·~ C~1·~:{nolíla pr~invasivo; también llamado 
'. "... . . 

in situ. en cuyas .i~sioiles no hay evidencia de infiltraci6n. 

Est~cÍio I. - El carcinoma está confinado estricta-.-

mente al cérvix y no se presenta induraci6n en el parametrio 

se considera ·II A. Cuando además se presenta dicha indur.acitln 

en parametrios se clasificará como estadía II B. 

Estadio III.- Carcinoma extendido hasta la pared -

p~lvica (III B) o se extiende hasta el tercio inferior de la 

vagina (III A). 

Estadio IV.- Carcinoma diseminado más alla de la -

pélvis o que invade la mucosa de la vejiga o del recto (IV A) 

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

Se considera que la función primordial de los po­

limorfo nucleares (PMN) es la ingestión y muerte de microor­

ganismos patógenos mediante la fagocitosis. Sin embargo; los 

PMN tambien participan en otros aspectos igualmente importa!!_ 

tes de la respuesta inmune (RI) como son la presentación del 

antígeno, citotóxicidad y secreción de substancias con acci6n 

biológica como el interferón. Además se ha establecido que -­

Jos agentes microbicidas como el interfer6n y el peroxido de 

hidrógeno son liberados en sitios extracelulares, donde afec­

tan blancos solubles y paticulados. Así mismo, existen evide!!. 

cías acerca del efecto citotóxico de leucocitos humanos sobre 

células neoplásicas, los cuales hablan de la participación 

del sistema de la peroxidasa en esta actividad. 

Se ha demostrado que los neutrÓfilos humanos pue­

den liberar cantidades citot5xicas de H2o2 y mieloperoxidasa 

(MPO) que en combinación con un haluro destruyen céluÍas tu­

morales murinas 19l. Además también se ha demostrado potencial 

citotóxico de Rranulocitos humanos activados con acetato de -

forbol miristnto (PMA) contra una linea celular de 1 infocitos 

T-humanos (CEM) ( 29 ). Esta última actividad se debe a la for­

mación de ácido hipocloroso a consecuencia de la activación del 

sistema de peroxidación. La participación de la MPO del neutr0-

filo, en mecanismos de control y actividad antitumoral fuS c~n 

firmada por la inhibición de la citotóxicidad con azida de so-
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dio o cianuro así como por la aCtivi.cÍad J~rc¿damente_: Úsmi~u.J.. 
da de los neutrÓfi los de los pacientes con def.iciénciá heréd!_: 

taria de MPO y la correcci6n específica de este def
0

ect~ a·l -­

agregar MPO purificada (S) 

En virtud de que el cáncer cérvico uterino (CaCÚ) es 

la neoplasia más frecuente en la mujer en nuestro medió;- que 

representa un grave problema de salud pública y tomando en 

cuenta el hecho de que la RI inespecífica (RII) constituye la 

primera barrera hacia la proliferaci6n de material extrafto al · 

organismo, como lo puede ser una c~lula aberrante, considera­

mos interesante evaluar dicha respuesta en pacientes con CaCU. 

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 será el iniciar análisis y estand~ 

rización de los métodos que nos permitan evaluar las diferen­

tes variables involucradas. 
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. . . . . 

. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA • 
. . ·.' .: . '" 

--Se descorioce·las co_n-centraciones 6ptimas de los rea~ 

tantes quep~rticipan en siste~as de pe~oxidaci6n que son im-

portantes en la:realizaci6~_de. mecanismos bactericidas. El h.!!_ 

luro involuc-rado.puede.ser:cloruro, yoduro o bromuro(16). Se -

sabe que el cloruro es efectivo a concentraciones fisiol6gi-­

cas (O. 1 M) y a un pH de 5. O, mientras que la contribuci6n. n~· 

ta del yoduro yio bromuro se desconoce, aunque se sabe que e~ 

tán presentes en suero a concentraciones menores a 1,11g/lOO ml 

y 372)'g/100 ml respectivamente y que son en realidad extrema­

-damente bajas C33). 

Los sistemas de peroxidaci6n se ubican entre los me­

canismos dependientes del oxígeno que se llevan acabo en el -­

interior de las células fagociticas. Las células polimorfonucle!!_ 

res (PMN) en particular, ;ar. las más abundantes en circulación 

sanguinea. Estas células PMN constituyen parte importante de -

la respuesta inmune inespecífica, participando a través de la 

fagocitosis y eliminaci6n de bacterias y células tumorales que 

toman como blanco de su actividad. 

Es por ello que consideramos importante investigar -

la funci6n de las células PMN de pacientes con cáncer, El -­

cáncer cérvico uterino sigue siendo desafortunadamente un mo­

delo de estudio obligado en nuestro país, En relaci6n a este -

tipo de cáncer se han descrito varias alteraciones celulares -

entre las que se incluyen leucopenia, linfopenia y proporcio--
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ne,s alteradas de subpoblaciones celulares, así como algunas 

ot'ras alteraciones humorales (l, 24 ). En las pacientes con -

CaCU 'se ha observado previamente granuloci tos is y con este -

trabajo se inicia un diseño experimental que pretende buscar 

el punto de contacto entre la funci6n de esos ntlmeros de PMN 

circulantes en exceso y su capacidad funcional que podria 

conducir hacia manifestaciones de actividad antitumoral. 

Uno de los aspectos se dÍ.rigírá hacia, la evaluación 

,- de esa granulocitosis que mecionamos. Posteriormente se trat~ 

ra de observar la capacidad de control sobre el crecimiento -

bacteriano en un sistema in vitro. Para ello se analizarán 

las diferentes variables de tiempo, temperatura y concentra-­

ciones celulares y bacterianas. Finalmente se tratará de oh-­

servar la presencia de mieloperoxidasa (MPO) y la actividad -

de esta enzima proveniente de los mismos PMN. 

Los aspectos mencionados se estudiaran haéiendo una 

comparación entre c81u1as obtenidas de un grupo de pacientes 

con aquellas provenientes de un grupo de mujeres s,anas a las 

que se practicar! pruebas similares co~o control, 
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OBJETIVOS. 

1.- Demostrar una alteraci6n en la cantidad de cé­

lulas circulantes en sangre periferica de pacientes con CaCU 

en relaci6n a controles normales. 

2.- Estudiar la influencia que sobre el crecimien­

to bacteriano ejercen suero y células circulantes en sangre 

periferica de pacientes con CaCU. Para ello tambicn se eva-­

luará la actividad microbicida de células y suero de donado­

ras sanas. 

3.- Analizar y tratar de optimizar las condiciones 

necesarias para la realización de un ensayo in vitro, útil en 

el estudio de sistemas de peroxidación utilizando como blan­

co 2 cepas bacterianas, 

4.- Determinar los niveles enzimáticos de MPO en -

leucocitos totales de pacientes 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 relación que hay entre la funcionalidad del 

sist~ma 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 M·Po en particular con la presencia de un tumor, 
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HIPOTESIS. 

Consideramos importante la evaluaci6n de mecanis­

mos funcionales de las células polimorfonucleares de pacie!!_ 

tes con cáncer en quienes suponemos que puede haber una fa- -

lln en la respuesta inmune incspccifica coexistiendo con la 

presencia del carcinoma. Por esto hemos decidido utilizar -

un método de estudio con el fin de determinar el control iJL 
vitro del crecimiento bacteriano por su accesibilidad y en 

relación a la función primordial de los PMN (fagocitosis) -

y dentro de ello, estudiar el sistema de peroxidaci6n como 

representante de los mecanismos dependientes de oxígeno, -­

que son necesarios para la degradaci6n del material ingerido. 

Debe de establecerse una comparación entre células de pacie!!_ 

tes con CaCU y.de controles normales puesto que ello ha de 

definir las condiciones óptimas de análisis y las posibles -

alteraciones existentes en cuanto a la presencia y funci6n 

de las células en estudio. 
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Cajas de Pctri·de 10 cm de diametro 

·Tubos de ensayo 13 x 100 mm 

Tubos de ensayo 15 x 100 mm 

Tubos con tap6n de rosca 15 x 125 mm 

Microtubos Eppendorf de polipropileno 1.5 ml. 

Jeringas de S, 10, 20 ml 

J\hujas 15 x 125 

Gradilla 

Pipetas Pasteur 2" de largo 

Pipetas graduadas de 1, 2, 5, 10 ml 

Pipeta de Thoma para gl6bu_los blancos,·· 

Pipetas automáticas 0,05 0.2, 0,25.y 1 ml (GILSON) 

Mechero Bunsen 

Camara de Neubaucr 

Cubreobjetos 22 x 22 mm 

Cubreboca 

Portaobjetos 

Celdas para espectrofot6metro 

Matraces 

Embudos 

Papael de Estrasa 

Algodón 

Marcador 

Papel aluminio. 
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Estufa de O a 100 °c Lab-Line 

Refrigerador Acros 

Congelador de O a -20 °c American 

Congelador de O a -76 ºc ULTRA COLD. 

Centrifuga clinica Solbat 115 

Centrifuga refrigerada DAMON/ICE 

Espectrofot6metro Bausch-Lomb espectronic 20 

Potenciómetro Beckman SS-3 

Microscopio 6ptico Zeiss 

Vortex - Genie 

Bafto Maria O a 100 °c Thelco 

Balanza analitica Mattler 

Balanza granataria OHAUS 

Balanza granataria de dos platillos OHAUS 

Agitador magn~tico Megnestir 

Destilador BARNSTEAD 

Autoclave. 
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MATERIAL BIOLOGICO. 

Cepas bacterianas. 

Escherichia ~invasiva.- In6culo originál ~don~ 

do por el departamento de Bacteriología Mediaca de la E. ~. 

C.B. del I. P. N., Fué aislada de liquido cefalorraquideo 

de un niño de un año y caracterizada como invasiva (9001 se 

rotipo 01, KI : H7). 

Escherichia ~no invasiva,· In6culo original 

donado por el cepario de la E. N. C. B. del I, P. N •• Fué 

caracterizada como no invasiva (002-0119 B) por el personal 

del propio cepario, 

Muestras de sangre periférica de pacientes con ·­

cancer 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 controles normales. Estas personas fueron mujeres -

aparentemente libres de cualquier condición patol6~ica que 

pudiese involucrar una alteración del sistema inmune. Estas 

muestras de sangre fueron tomadas y procesadas como se des­

cribe en la sección de Métodos, 



- 21 -

METODOS. 

I. - Preparación del In6culo bacteriano. 

En c'ondiciones de estricta esterilidad se sembr6 

la bacteria eri cajas de Petri con agar soya tripticaseina -­

(AST). incubandose a 37 ºe por 24 h • Las colonias mejor ais­

ladas se sembraron en tubos con 5 ml de caldo soya Triptica­

seina (CST) y se incubaron a 37 ºe por 24 h, Este crecimien­

to bacteriano se transfiri6 a un matraz con 50 ml de CST al 

5 \ de glicerol mezclandolo perfectamente y se reparti6 en 

alícuotas de aproximadamente 1 ml en tubos pequeños esteri­

les con tapón ( microtubos eppendorf de polipropileno con -

capacidad de 1. 5 ml) , et iquetandolos y almacenado los en el 

congelador a -70 °c hasta su utilizaci6n. 

11. - Método para determinar el efecto microbicida. "in Vitre" 

del sistema de peroxidacion PR-H2o2-c1-, 

Reactivos. 

1 . - Peroxidasa de rábano (PR), En una concentrac6n 

de 1 J'g por ml, (Sigma de Mllxico P-8375), 

2.- Soluci6n de glucosa 0,75 MM, 

3.- Soluci6n de cloruro de sodio 100 mM. 

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

5.- Peroxido de Hidr6Reno 1 mM preparado al momen­

to de utilizarse. 

6,- Peroxidasa de rábano inactivada (PRi)(Sigma de 
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México P- 8375). Se inactiv6 en baño·Maria a ebullici6n.du­

rante 30' • 

7.- Escherichia coli invasiva cultivada a 37 ºe -
de 16 a 18 h antes en CST, fué ajustada a una densidad Óp" 

tica de 0.1 a una longitud de onda de 620 nm y diluida 1 :5 

justo antes de utilizarla. 

8.- Agua desionizada. 

9.- Solución de Alsever. 

10.- Agar soya tripticaseina (AST). (DIBICO), 

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

En condiciones estériles se montaron los siguien­

res tubos mezcla de reacción (TMR) por duplicado perfectame~ 

te etiquetados. 

1, Controles - Con 0,5 ml de bacteria 

3 1 "zºz • - o. 1 ml de "2º2. 

5. 6 PRi - 0.1 ml de PRi 

7 1 8 PR - 0.1 ml de PR 

9, 10 Sistema - O, 1 .ml de PR, 0, 1 ml de "2º2· 

A todos los tubos se le agregaron 0,7 ml de solu­

ción de glucosa 75 mM; 0,1 ml de cloruro de sodio 1 mM 

O.OS ml de la suspensión de bacteria, El volumen final de -

cada tubo mezcla de reacción se ajustó a 2 ml en todos los 

casos con H2o dcsionizada, Los TMR se incubaron a 37 ºe du­

rante 30' en baño Maria. Después se efectuaron tres diluci~ 

nes con Alsever; la (iltima dilución se sembró por vaciado -
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en placa con AST. 

Se sembraron dos diferent.es volúmenes (200 y 400 

.l'l) ·por. triplicado. Las placas se dejaron solidificar y se 

incuba.ron .. a 37., ºe por 18 h. Pasado el ti.empo de incubación 

se realizó la cuenta viable por placa y se calculó el núm~ 

ro total de colonias bacterianas, que estuvieron ,presentes. 

en cada TMR. en la siguiente forma.: N(F) (2)= bacterias en -

2 ml. 

Donde N= al número de· colonias bacterianas obteni 

das por placa. 

F= Factor de dilució.n y multiplicado por 2 porque 

es el volumen final de cada TMR. 

Finalmente se calculó el porcentaje de inhibición 

·de cada TMR en relación a los tubos control. 

III.- Obtenci6n de leucocitos humanos de sangre periférica. 

Se tomaron 15 ml de sangre por punción venosa con 

una jeringa de 20 ml la cual se prepar6 previamente con 5 ml 

de dextrana al 6 i en Alsever. Se homogeneizó y se dej6 sedi 

mentar aproximadamente 45' a 37 ºc. Se separó el plasma del 

paquete eritrocitario y se ccntrifug6 a 500 xg durante 10' a 

4 ºe para separar el paquete leucocitario, eliminando el so­

brenadante. El botón leucocitario se resuspendió 'n Alse--

ver y se lavó centrifugando nuevamente a 500 x g por 10' y -

se realizaron dos lavados mds. Al eliminar el sobrenadante 
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se di6 un choque hipot6nico con ~~ua 'destüÜ.i.; re-susp~noie!!_ 
do cuidadosamente por 30" •. _Pasádo .ú tie~~o :~~, res.taur6',la is~ 
tonicidad aforando el tubo éon mediÓ;T¿fgg y s~ c~~trifug~ 
a 500 x g para eliminar el_ s~bre~a~ante>El bot6n celular se 

resuspendi6 en 2 ml de soluCi6n salina isot6nica y se t_o~6 

una pequeña alícuota para realizar la cuenta viable. Se.afo­

ró con medio y se volvi6 a centrifugar a 500 x g por 10'. El 

botón celular se resuspendi6 en 2 ml de medio TC-199 y esta 

suspensi6n fue la que se utiliz6. La cuenta viable se deter­

minó mediante la exclusi6n de azul tripano. 

IV.- Obtenci6n del suero. 

Se obtuvieron 6 ml de sangre por punción venosa, -

con una ·jer~nga de 10 ml sin anticuagulante y se coloc6 en -

un tubo de 13 x 100 mm. Se incubó durante 20 1 a 37 ºe y pos­

teriormente se separ6 el coágulo de la pared del tubo y se -

incub6 a -4 ºc. Despues se centrifug6 a 1400 x g durante 15'. 

Se separ6 el suero, colocandolo en 2 tubos con la misma can-­

tidad cada uno de ellos, El contenido de uno de los tubos se 

descomplementó a 56 ºe por 30' en baño María, La otra parte 

del suero se utilizó activo. Además se realiz6 un frotis de 

sangre periférica total para la diferencial de cada una de 

las muestras, tiñendolas con el colorante Wright-Gicmsa, 
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V. - Mi'.!todo para determinar el · efecto~bactericida de leucoci­

tos humanos. 

Re.activos. 

l.- Medio TC-199 

2.- Suero activo (suero) de pacientes y donadoras 

sanas. 

Suero descomplementado (suero d). Descomplementado 

a 56 ºe durante 30 1 en bafu María, tanto de ~acientes con --

CaCU como de donadoras sanas. 

4.- Células viables de pacientes y donadoras sanas 

5.- Caldo soya Tript1case1na {CSTJ. 

Agar Soya Tripticaseina (AST). 

7.- ~hia_ ~ invasiva previamente cultiva­

dá en CST, a 37 ºe entre 16 y lB h antes y ajustada a una -­

densidad 6ptica de 620 nm y diluida 1:5 justo antes de utili 

zarla. Se eliai6 ~· ~ invasiva debido a la importancia que 

tiene desde el punto de vista médico adem&s de ser una bacte­

ria manejable en el laboratorio. 

F.n condiciones estériles se prepararon los siauien­

tes tubos mezcla de reacción (T~R), para analizar la activi--

de suero y células tanto de pacientes en estudio como de per-

senas que sirvieren como controles normales. 

1, 2 Controles 

3. 4 suero d - 0.2 ml de Suero d 

5. 6 Suero - 0.2 ml de Suero 
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7. Suero d.:má.s 0.2 m1·de suáo d más X 106 
células· células·> 

9, 1 o Suero más - 0.2 ml de Suero más 2 X 106 
células células. 

A todos los TMR se les adicionó 1 ml del medio 

TC-199 y el volumen final de cada TMR se ajustó a 2 ml con -

el volumen necesario de medio TC-199. Los TMR se incubaron a 

37.ºC durante 70'. Posteriormente se dió choque leucocitario 

a 0,2 ml de cada ~R en 2 ml de agua destilada por 10', Des-­

puis de este tiempo se realizaron 3 diluciones 1 :11 con agua 

destilada, a cada DIR. La última dilución de cada TMR se sel!'_ 

bró por vaciado en olaca. con AST. s~ sembraron dos diferen­

tes volúmenes 200 y ~00 ,Ul por duplicado cada uno de ellos. 

Las placas se incubaron a 37 ºe durante 18 h y se realizó la 

cuenta viable bacteriana, calculando el número de colonias -

bacterianas en cada TMR analizado, Después se calcuHl el -­

porcentaje de inhibici6n del crecimiento bacteriano de cada 

MR con respecto a los tubos control. 

VI.- Determinación de proteínas por el m~todo de Lowry. 

Fundamento.- Se postula que intervienen dos reacciones.Una -

interacción inicial de la protetna y los iones Cu en medio 

alcalino y una reducci6n de ácido fosfotúngstico y fosfomo­

líbdico a azul de tugsteno )' azul de molibdeno respectivamen­

te. Esta reducción se debe a la acci6n del complejo proteína­

cobre, 

Reactivos, 
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1,- Mezcla de reactivos, 1 rnl de tartrato de sodio 

al 2 % , 1 rn1 de sulfato de cobre al 1 % y 100 rnl de carbonato 

de sodio al 2 % en hidr6><ido de sodio O. l N, 

_2.- Reactivo de fenal (Folin-Ciocalteu, Siqma de -

Mll><icol. 

3.- OVoalbúrnina (200 )q por rnl en soluci6n salina 

isot6ni cal • 

La prueba se realiz6 por duplicado en tubos 13 >< -

100 mm. Se colocaron 0.1, 0.2,0.3, 0.4, ...... l.O rnl de la so­

lución de ovoalbümina para la determinación de la curva esta~ 

dar. En otros tllbos se colocaron las alícuotas correspondien­

tes a 1.0 x 106 células de cada muestra problema. Todos los 

tubos se llevaron a un volumen final de 1,0 ml con solución -

salina isot6nica. A cada tubo se le agregaron 3 rnl de la mez­

cla de reactivos, se agit6 en el vorte>< y se le dej6 reposar 

10' Despu·és se adicionaron a cada tubo O. 3 ml del reactivo -

de fenol, se agitaron y se dejaron reposar 30' rn~s. Finalmen­

te se leyó cada tubo contra el blanco de reactivos a una lon­

gitud de onda de 600 nrn. 

VII.- Determinación de la actividad de la rnieloperoxidasa de­

leucocitos humanos por el rn~todo de la ortodianicidina. 

Reactivos. 

l.- Regulador de acet~tos O.l M pH S. 

2.- Ortodianicidina 0.02 M (Sigma de México D-3252) 
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3.- Peroxido de hidr6geno 0,3 M 

4.- Peroxidasa de r1ibano en una concentraci6n de 

230 ng por ml (Sigma de México P-8375). 

5. - Acido tricloacetico al40 \~ 

6.- Dioxano. 

7.- Agua destilada. 

La prueba se realiz6 por duplicado en tubos 15 x 

100 mm. A todos los tubos se les añadio 0.3 ml de regulador 

de acetatos, O.OS ml de ortodianicidina O.OZ M y o,1 ml de 

peroxido de hidr6geno. Los primeros tubos fueron los blancos 

por lo que el volumen final se a¡ustó a Z,5 ml con agua de~ 

ti lada. A los siguientes tubos se les añadi6 O, 1 ml de la so 

luci6n de peroxidasa de r:ibano, Al resto se les adicion6 el 

volumen correspondiente a 0,5 x 106 leucocitos de las mue~ 

tras que se analizaron, El volumen final se ajustó a Z.S ml 

con agua destilada y los tubos se incubaron en baño María a 

37 ºe durante 20°, Después a cada tubo se le agregó 0,5 rol­

de 1icido triclo:icetico al 40 \y se le centrifug6 a 1400 x 

g durante 15°. Posteriormente se descartó el sobrenadante y 

se añadi6 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 leyó el sobrenadante a una longitud de onda de 

460 nm. 

Los resultados serán analizados empleando la prue­

ba "t" de Student para datos paramétricos C3), así como la 

prueba "U" de Mann-Whitney para datos no paramétricos ( 6) 
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RESULTADOS 

Con el fin de comprobar el efecto inhibitorio del 

crecimiento bacteriano llevado a cabo par el sistema de la 

mieloperoxidasa decidimos analizar las diferentes variables 

involucradas. Así se prob6 el efecto del peroxido de hidr6-

geno, de diferentes concentraciones de peroxidasa de rábano 

(PR) y la suma de ambos junto con el h<1luro (C11 en lo que 

constituiría propiamente el sistema de peroxidación !!'. ~ 

~· Además se observ6 si había cambios en la actividad de 

PR inactivada (PRi) por ebullici6n en bafo María durante 30' 

y las pruebas se practicaron con dos cepas de Escherichia -

coli. Una de las cepas fu~ 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 más consistente 

está dado por el peroxido de hidr6qeno por sí solo (a la co~ 

centraci6n de l x 10-SJ y por el sistema propiamente dicho, 

El sistema incluye, como mencionamos anteriormente, al H202 y 

PR a concentraciones semejantes a las que se utilizaron para 

probarlas solas, además de Cl- a una concentraci6n de 1 x 10-2M. 

Así pudimos verificar la actividad del sistema de 

peroxidación para lograr el control del crecimiento bacteria­

no. El efecto de dicho sistema fu~ más notable en el caso de 

la E. ~no invasiva, como era de suponerse por su menor --
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agresividad, El sistema tuvo incluso un efecto más' rn~r,ca'do 

contra ,la §.:_ coli no invasiva que el que tu,vo el HzOi ,y: 'el 

sistema cont~a la .!h_ coli invasiva, (Pe:'. 0,"05) a concentra­

ciones similares. 

Para estudiar la relaci6n bacteria-c!!lula fu!! --

que se realizaron los experimentos mostrados en la tabla 3 

con células normales, que se incubaron durante 45' con~. -

~ invasiva. Posteriormente se desarrollaron tambien alg~ 

nos experimentos en condiciones semejantes con células pro­

venientes de sangre perif erica de pacientes con CaCU (tabla 

4), El porcentaje de inhibición observado tendió a ser un -

tanto más consistente cuando se agregaban células a la con­

centraci6n de 2 x 106, motivo por el cual se decidi6 tomar 

esta concentraci6n para los siguientes experimentos. Sin -

embargo es posible observar entre las célut~s tanto de per-

sonas sanas como de enfermas, la ausencia de efecto contra 

una o las 2 cepas, aún a pesar del incremento de la caneen -

traci6n celular y la consecuente disminuci6n de la relaci6n 

bacteria-célula, En contradicci6n con los resultados ante-­

rieres (t~bla 1 y 2), del siStemrr de peroxidación libre de -

células, estas últimas pruebas si incluyen células, la cepa 

de ~. coli invasiva resultó con aparente mayor sensibilidad 

que la no invasiva. 

Al anal izar el efecto de c!!lulas normales (tabla. 

5) y de pacientes con CaCU (tabla 6)'sobre el crecimiento -
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bacteriano, con §:;. ;coli invasiva, a la concentraci6n de 2 x 

106 células.y 45.' '.de incubaci6n, se observó que las cHulas 

normales.no ejercieron un efecto significativamente mayor -

(P> O.OS) que el suero autólogo descomplementado, por sí SS!. 

lo. La adici6n de suero aut6logo descomplementado no incre­

men.t6 tampoco el efecto dado por las células solas. La - - -

inhibición de crecimiento bacteriano realizado por las cél~ 

las de pacientes con CaCU fué notoriamente menos importante 

si bien sin alcanzar significancia estadística con respecto 

a las células normales. Además el efecto dado por las célu­

las de pacientes con CaCU tampoco resultó estadlsticamente 

diferente (P> O, 05) del dado por el suero autólogo descom- -

plementado que fué a su vez incapaz de incrementar el por-­

centaje de inhibici6n, en combinaci6n con las células. 

Cuando la incubaci6n de los tubos mezcla de reac­

ción se extiende hasta 70' el efecto de las células se mini-

mi:a puesto que en la mayoria de los casos tanto los leucocl 

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

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

bacteriano, El efecto mediado por el suero autólogo inactiv~ 

do solo, es esencialmente el mismo que el de las cl!lulas, sl 

bien hay algunos casos en los cuales se potencía el efecto -

dado por la combinación de suero descomplementado más c6lu-­

las. El ónico factor que muestra un efecto consistente tanto 

en el caso de células de personas normales como de pacientes 
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con CaCU es el suero fresco o activo que controla de forma 

importante y significativa (P < O. OS) el crecimiento· bacte­

riano con respecto a los otros casos. 

En la tabla 9 podemos observar el resultado de -

tiempos variables de incubación (entre 20 y 120') ·de ~c~ 

!l invasiva con diferentes combinaciones de suero y células 

Ello se hizo con el objeto de encontrar las condiciones·--

6ptimas para hacer e\'idente el control del crecimiento bac 

teriano por leucocitos humanos normales. 

En algunos casos se puede apreciar los cambios 

que constituirían propiamente una cinética sujeta a las C!!_ 

racteristicas propias del crecimiento bacteriano y su limi 

tación por las diferentes variables, en los tiempos estu-­

diados. 

En los experimentos que se muestran en la tabla 

9 se ha pretendido demostrar la capacidad de las células 

PMN normales ( que son la mayoría de los leucocitos en sa~ 

gre periférica) individualmente y apoyada por la presencia 

de suero au_t6logo para controlar el crecimiento bacteriano 

por mecanismos que claramente se deben la actividad fagoci 

tica y/o citot6xica de células 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 inc~ 
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baci6n con las bacterias y cuyo resultado es expresado en 

.terminas de inhibici6n del propio crecimiento bacteriano. 

Como se puede apreciar el efecto de las células por sí so­

las que alcanzan su máximo a los 45' es en realidad poco no 

table, el efecto del suero, en cambio es mUs importante y - -

alcanza su máximo a los 70' utilizandolo tanto fresco como 

descomplementado. Un hecho interesante es el incremento que -

se vé en el efecto inducido por las células en presencia de -

suero fresco a los 70' de incubaci6n. Tratando de demostrar • 

un efecto debido a la opsonización en estos casos de suero 

más ci!lulas es que se incluy6 el. suero descomplementado más -

células en pruebas paralelas, sin embargo los datos obtenidos 

no son concluyentes y no nos permiten descartar que el efecto 

observado se deba exclusivamente a la acci6n lítica del suero 

por anticuerpos, o la suma de ambos por separado, 

Precisamente para hacer claramente evidente el efe~ 

to del suero fresco es que se presenta la graf ica 1 , con los 

resultados de evaluaci~nes 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 

incubaci6n para despues disminuir drasticamente, 

Cuando se determinó la actividad de la MPO median· 

te el m8todo de la Ortodianieidina en leucocitos totales de -

sangre per1ferica de paciente~ con CaCU se encontra·que no -­

habla diferencias significativas en cuanto a las cifras oh·· 
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servadas en las donadoras normales (tabla 11 y 12) sin e~ 

bargo, 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 cue~ 

tas diferenciales y totales de leucocitos de sangre perífe­

rica de donadoras sanas y de pacientes con CaCU respectiva­

mente. Analizando ambos grupos no se cncontro diferencia -­

significativa ni entre las cuentas diferenciales ni entre -

las cuentas totales de las poblaciones celulares. Sin embaI 

go hay que señalar 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. - Efeéto del sfiftema .de peroxidaci6n contra §..,_ coli 

invasiva a 30' de incubaci6n. 

Sistema (e) 

(a). - Nímcro de colonias bacterianas x 106 en los controles ,coE_ 

tadas dcs¡xies de 18 h de incubaci6n a 37 •c. (b): La concentra­

ci6n de H¡Oz en los n.m es igual a 1 x 106 'l. (c): Peroxidasa -

de rábano inactivada en baño María a el:ullici6n durante 30' a - -

una concentraci6n de 230 ng I ml en cada 'Dffi. (d): Peroxidasa 

de rábano activa, a una concentraci6n de 230 n~ / ml en cada 1~ffi 

(e): Sistema de peroxidaci6n PR-H2o2-c1 - donde la concentración 

del Cl - es de 1 x 10· 2 M y la concentración de los otro,, dos C"!:!_ 

ponentes es igual a la utilizada para evaluarse por sí solos. 



Sistema (e) 

83.9 

23.0 

28. 7 

o.o 
SS.O 

2S.O 36.Z 

7· 5.u o.o SS.~ o.o 23.3 

8 1.8 o.o 8.4 27 .o 41.7 

9 1.4 21. s 21.S 11.S 82.S 

(a). - NtDnero de colonias bacterianas x 106 en los controles, 

contadas despues de 18 h de incub~ción a 37 •e, (b): La concen­

traci6n de H2o2 en los DlR es igual a 1 x 106 M. (c): Peroxi­

dasa de rábano inactivada en baño Maria a ebullici6n durante -

30' a wia conccntraci6n de 230 ng / ml en cada 'IMR. (d]: Pe­

roxidasa de rábano activa, a wia concentación de 230 ng / ml -

oo cada 'JMR. (e): Sistema de peroxidaci6n PR-H2o2-Cl - donde la 

concentraci6n del Cl - es de 1 x 10-~ y la concentraci6n de - -

los otros dos componentes es igual a la utilizada para evaluar­

los por sí solos. 
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Tabla 3.- Concentración.diferente de c61ulas n6rmales.frente 

a ~. coli a 45' .de incubación. 

Control (a) 

-~ .. -. '. : . . ' : 
1. E. coÜ .fov;: ·: '3.5 

.. Eó ~ali ri'C>/J~v, i. 7 - - " ~ '~ 

2 · E; coli i~\ip:; --• ·:· s~ 5 
--E; éoÜ: n·a-'•inv:·····- --,.s:1: 

3 E. cOl i :'.Í~-\r>;:~ ..... -•·•:<~.Oc'·._,.. 
E. 

4 E. 

5 

E. 

E. 

E. 

caii 

;coÜ 

coli 

coli 

coli 

no -inV:--·.;.~_ . :z;7 ,.:-

--·· 1.4 

no inv,-- 1 ,6· 

inv. 2.0 

no inv, z;o 

1.5 X 106 

* 
31.4 

1.8' ' ,,• .·_ 65~ 1 

-..... +'c'i'.o:a· .,~:·' 
.. ,; <~~ - >.5~;8~ ~7: 

(:~;'.9;3,;.c~.· 
.· ·~:;/ ·.· ' ,o:ó~.c:. 

~. : ;·- - .-. - - -~--·- --

_, _' ,' o:o 
12;5 

7 .s 

o.o 
o.o 

so.o 

(a). - NCmero de colonias bacterianas en los controles x 106 

contadas en las placas despues de 18 h de incubación a 37 ºC 

*· - Porcentaje de inhibición del crecimiento bacteriano con 

respecto al control. 



E.' 

E. 

E. 

E. 

B. 
E. 

E. 

E. 

E. 
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coli no inv. 
coli in\r. 
coli no inv. 
coli inv. 
coli no inv. 
coli inv. 
coli inv. 3;5 

coli inv. 3.0 

coli inv. 2.0 ---

(a): Número de colonias bacterianas x 106 en los controles, 

contadas en las placas despues de 18 h de incubaci6n a 37 ºC. 

• : Porcentaje de inhibición del crecimiento bacteriano con 

respecto al control. 
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a !_. SQ1J_ invasiva a 45' 

&!ero d(c) 
Células 
+ &!ero d 

65.1 

58.8 

o.o 
12. 5 --~-·. 

67 .o 63. 7 

71, 7 o.o 
o.o o.o 

8;0 - o.o 35.0 

o.o o.o º·º 
18.6 o.o 14.1 

11,6 20,2 8,6 

o.o o.o o.o 
o.o o.o o.o 

. o.o 1.3 24.6 

52. 7 2.3 25;3 

o.o o.o o.o 
7 ,6 6.6 O;O 

30,3 51.0 

3.2 25,0 
- - --- -21;0 

(a): Número de colonias bacterianas x 106 en los controles 

contadas en las placas despucs de 18 h de incubaci6n a 37 •e . 
(b): 2 x 106 células colocadas en la MR. (c): _suero fres­

co desccmplemcntado en baño María a 56 •e durante 30' 
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Tabla 6.- Células de·pacientes con CaCU frente ag. coli 

invasiva· a 45' de incubaci6n. 

11 
12 

. 3.5 

3.0 

Células (b) 

52.4 
30.0 

o.o 
7 ·º 

83.7 

o.o 

suero d(c) 
Células 
+ suero d 

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

troles, contadas en las placas despues de 18 h de in-­

cubaci6n a 37 ºC. (b): 2 x 106 células colocadas en 

la ~rn.. (c): suero fresco descomplenentadoen balio Ma­

ría a 56 ºC durante 30'. 
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Tabla 7. - éélÜlas normales frente a h coli invasiva a 70' 

de incÜbaci6n. 

\ de Inhibición debido a 
(a) (bj (c) (d) Células Células 

Nonnales Control Células Suero Suero d + Suero + Suero d 

20 7.9 o.o 80,3 19.0 86.1 22.4 

21 60.5 78.5 97 .6 56.0 98.5 74.3 

22 3.0 o.o o.o o.o o.o o.o· 
23 3.0 90.0 63.0 º·º o.o o;o 
24 27.6 o.o 18.9 27 .4 97. 7 95,9 

25 25.6 o.o 22.9 o.o o.o 67.'l' 

26 8.5 o.o 34.8 o.o 82,9 o.o 
27 14.3 o.o 94.8 22.1 97.4' 20.8 

28 14.3 7.7 96.4 24,0 97 .3 11.1 

(a): !'limero de colonias bacterianas x 106 en los controles, 

contadas en las placas despues de 18 h de incubaci6n a 3 7 ºC 

(b): 2 x 106 células colocadas en la MR. (c): Suero fresco 

activo. (d): Suero fresco desccmplementado en baño Maria a 

56 ºC durante 30' 
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: \ de' Inhibici6n debido a 
(c) (d) Células Células 

Suero Suero d + Suero + Suero d 

--o''';'',7;9 -' ""'· -o.o 77 ,8 o.o 8,0 90,8 

:
0 60,5 69.6 20,5 73.5 96,8 62,5 
-"s.8 o.o 88, 2 o.o 97 ,6 o.o 

8.8 o.o 82. o o.o 88.6 o.o 
17 ' 27.6 o.o 95,9 11. 1 96.8 38,l 

(n): Nt:lmcro de colonias bacterianas x 106 en los controles, 

contadas en las placas despues de 18 h de incubación a 37 ºC 

(b): 2 x 106 células colocadas en la MR. (c): suero fresco 

activo, (d): Suero fresco descanplementado en baño María a 

56 ºC durante 30'. 
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Tabla 9. - Cinética .bacteriana .a _diferentes tiempos. 

120' 12.3 52,9 63,S 

Cal-: -TÍemPos de iilcubaci6n de los 'll>Ul en minutos, (b): Sujetos 

nol11\ales, (c): Número de colonias bacterianas x 106 , en los 2 ml 

de la mezcla control, contadas en las placas dcspucs de 1 S h de i!!_ 

cubaci6n a 37 ºC. (d) : Z x 106 células colocadas en la ~Ul. (e): 

Suero fresco dcscanplementado en baño María a 56 ºC durante 30' . 

• :Porcentaje de inhibición bacteriana en relación a los controles, 
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Tabla 10,- Inhibici6n de -ª..:_ coli invasiva por leucocitos 

humanos. 

\ de Inhibici6n debido a 

T(a) 9.lero (d) 9.lero d (el 
Células Células 
+ 9.lero + SUe1•0 d 

20' 1;3 25.2 11.5 19.3 24,5 31.9 

45' 3."4 35~ 9 30.3 '40.3 56.8 50.9 

70' 14.8 71.9 72.4 65,8 62.6 66,2 

90' 9.8 o.o o.o o.o 27.8 o.o 

(a): Tiempo de incubaci6n de los tubos MR, en minutos. (b): Nclmero 

de colonias bacterianas x 106 , en los 2 ml de la mezcla control, 

contadas en las placas, despues de 18 h de incubación a 37 •e, 
(c): 2 x 106 células colocadas en cada MR, (d) ;9.lcro fresco activo 

(e): 9.Jero fresco descanplemcntado en bafio Mavla a 56 •e durante 30 1 , 
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Tabla 11.- Actividad de pcroxidasa en·.células:de pacientes 

con CaCU (á) 

Pacientes 

1 
2 
3 
6 
7 
8 
9 

10 
·11:. 
12 .. 
14 

• IS- .• 
·:.16.·­

< 17.·. 

~~ -

20 
21 
2Z 
23 

:iC 

(j 

.64.Z · 3.•1 · . 
.1s.1 ;.c12.o. 

n:~. I~· 
56:3' r- ';'5'.3:::-.. 

139;3 -7 ,9 
: 7L1 ,:2. 5 
,._96.0: ·9, 8 

---·· • .iti. "=Ju-•-
·-·· ,,-.73,0:. . 2.4 . -·-··:62;6• . -- 9;1 
•. ·•-10Z,6 . _4~8 

_ 19;4 •6.9 
•35:1 -- 18. 2 

55.7 18.8 
46~1 6.2 
-13,3 13, 2 

135.6 5.0 

64,3 

36.9 

8.3 

5.0 

(a): Deteminada por el m@todo de la Ortodianicidina, 

(b): lll'Jmero de pacientes de quien provienen los leu­

cocitos totales de smgrc perífcrica. (c): Concen-­

tración de protcina en O. 5 x 106 leucocitos totales, 

determinada por el método de Lowry. (d): Unidades -

eSJl<'Cificas de actividad cnzimatica en 100 g de pr~ 

teina . 

Una tmidad es la cantidad de en:ima necesaria ~ 

ra producir "n cambio de 0.1 en la densidad óptica -

resultimte !:ajo las condiciones del ensayo (ZS) 
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71. 7 

29. 7 

6.2 
3,3 

(a): Detemiinada por el método de la Orto<lianicidina. (b): 

1'4imero de las personas de quien provienen los leucocitos -

t:otales de sangre periferica, (c): Concentración de protefna 

en O. 5 x 106 leucocitos totales, determinada por el método -

de Lrn.T)" (d): Unidades específicas de actividad enzimatica 

en 100 g de proteína. 

Una unidad de protclna es la cruitidad de enzima necesa­

ria para producir tm cambio de O, 1 en la densidad óptica r~ 
saltante bajo las condiciones del ensayo (ZS) 

(a) 
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Tabla 13. - Cuentas diferencia.1.es .·.de controles· normales. 

* CtÍent~s totales Cuentas porcentual.~s ., 
~', - >~~-/ <··'•.'c.:,.·3,. 

N L Ne M E; Bs Le/IÍllll ·• Lt Net 

i 
-:·-". .. · 

.ó . ;;4400 62 33 1 o,. ····ó•• 2728 1452 
3 60 38 2 o o·>. 10760 6456 4089 
4 37 S3 4 4 

.,. .. _ 

2C: o 4100 1S17 2173 
6 S1 47 1 .. o ,·O":·• 1 8046 4103 3782 
7 21 6S :a .,···3 .:'"' ••o·•:: -3 7186 1S09 4671 
8 32 SS;' 4. ''·' s·. 

· 1 .. : o ssso 1872 3393 
9 3S. S9 2 1· .. ·o .. .3 3391 1187 ,2001 

11 62 ''· 35 :·. 1 ,: o 1 6783 4205 2374 
12 59 -·-·.33 2 

... 6'' -··o o 5918 3492 1953 
13 46 53 o . . o 1 o 9310 4283 4934 
14 --as· : 10• ·'1/-- . L.--- O· . o 4089 3598 409 
15 20 75 3 o o 2 6916 1383 5187 
17 SS 41 3 (1 o 1 2726 1499 1118 
18 66 33 1 o o o 8113 5354 2677 
19 20 76 2 o o 4989 997 3790 
20 69 31 o o o o 7182 4955 2226 
21 25 74 1 o o o 8711 2178 6446 
24 27 68 3 2 o o 1795 484 1221 
25 so 47 3 o o o S786 2893 2719 
26 27 67 3 2 o .1 6858 1849 4589 
27 47 46 3 2 1 1 6916 3250 3181 
28 28 69 o z o 1 5885 1675 4130 
29 so 47 2 o o 1 6583 3291 3094 
30 66 28 2 2 o 2 4788 3160 1340 

;¡ 46 49 1.4 0.4 o. 7 6132 2830 3039 

cr 20 17 1. s 1. s 0.8 0,8 2116 1528 1505 

• : Leidas en frotis de sangre pertferica teñidas con colorante 

de Wright-Giemsa. º : ct>tenidos de acuerdo al procedimiento -

descrito en Ja secci6n de métodos, L: Linfocitos, Ne:l'ieutro­

filos. M: Monocitos. E: Eosinof!los. Bs: llastlfilos. B: Bandas 

Le: Leucocitos. Lt: ~ero total de linfocitos. Net: ~ümero 

total de neutrofilos, X: ).'úmero de las donadoras control, 
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Tabla 1 ~. · Cuentas diferenciales de pacientes con, CaCU. 

totales º 
LT Net 

2332 7950 

2136 7238 

847 2064 

156 2366 

486 1458 

4725 6964 

81 o 2661 
1274 3399 

1071 1958 
1292 3983 
2906 2207 
3016 2123 

627 2072 

3823 3059 

161? 3385 

1808 3526 

r 15 3;5 6 3307 1324 2111 

• :Leidas en frotis de sangre pcriferica tefiidas con colo· 
~~~t_e_ de Wright-Giemsa. º :Obtenidos de acuerdo al proced_!. 
miento descrito en la secci6n de métodos. P :Namero de la 

paciente. L: Linfocitos. M: Monocitos, E: Eosinofilos 
Bs: Basófilos. Bn: Bandas. Le: Leucocitos. Lt: Nümero t~ 
tal de linfocitos. Net: Nümero total de neutrofilos. 
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DISCUSION. 

En este trabajo se ha abordado el estudio de un -

esquema complejo de interacciones de la respuesta inmune -­

in_específica dirigido a la observaci6n del comportamiento -

de_ l~~coéitos polimorfonuclearcs de pacientes con cáncer -­

cérvi¿o uterino. Para ello se trat& de estudiar el efecto 

,-q':'e estas células pueden manifestar sobre la proliferación 

--ba.cteriana. Así pues; se montó un modelo in vitro para cst!!_ 

diar el control que sobre el crecimiento bacteriano tenían -

los leucocitos solos o en presencia del sue•o, Ello se prac­

ticó con la intención de abundar en la función característi­

ca de los leucocitos polimorfonuclcarcs (PMN), que consiste 

en fagocitar material antigénicó y extraño al organismo, con 

el fin de iniciar y posteriormente amplificar la respuesta -

inmune. Con el mismo prop6sito se practicó la determinación 

de mieloperoxidasa, que se encuentra fundamentalmente en los 

PMN. 

Este trabajo se enfoc6 al estudio de P~IN de pacien­

tes con cgncer cérvico uterino por las razones expuestas en -

la introducción, que hablan de la importacia del padecimiento 

en nuestro medio. Por ello y basados en estudios anteriores -

donde se observó un exceso de leucocitos PMN en sangre perif~ 

rica de dichas pacientes, fué que se hizo este trabajo con el 

fin de iniciar este tipo de estudios en la búsqueda de defec­

tos enzimaticos o alteraciones celulares que contribuyan a i~ 
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crementar nüestro conocimiento sobre la relación existente 

entre la respuesta inmune y el desarrollo del carcinoma. 

Las variables de un sistema de peroxidación fue­

ron estudiadas en un sistema libre de células utilizando -

peroxidasa de rabano para ver el efecto que tenía sobre el 

crecimiento de Z tipos de cepas de ~ ~· Como se ha de~ 

crito, el efecto mAs definido estuvo dado por el sistema -

de peroxidaci6n compuesto de tt2o2 , peroxidasa de rábano y 

Cl , siendo tal efecto m~s marcado sobre la cepa bacteria­

na menos virulenta, 

Posteriormente se trat6 de encontrar las candi--

ciones 'Optimas en cuanto al nOmero de células, relación -

bacteria-células y tiempos de incubación, Asl, se escogió 

la concentración de Z x io 6 células, que fueron cultivadas 

por periodos variables de tiempo (45 y 70' los más efecti­

vos) para buscar el efecto sobre bacterias ajustadas por -­

densidad 6ptica previamente para que la relaci6n 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 nOmero de pacientes y de controles 

normales no fué posible finalmente encontrar diferencia pe~ 

fectamente definida. Esto probablemente fue debido al rango 

de variación en el comportamiento de las c~lulas obtenidas 

de personas normales. 
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De. cualquier manera, podemos afirmar que se verif_! 

có las condiciones de un sistema de peroxidación que resultó 

efectivo en.ef control del crecimiento bacteriano y se hizo 

evidente que este sistema es m~s efectivo que los componen-­

tes del mismo por s1 solos. Se ob~ervó tambien que hubo dif~ 

rencias en la susceptibilidad de las cepas bacterianas al -­

sistema-libre de células en comparación a aquel donde si hu­

bo participación celular, siendo esto esperable en virtud de 

que hay una gran cantidad de factores que podrian estar invo 

lucrados en este último caso. 

Además se pudo observar que el suero autólogo des­

complementado no fué efect~vo en el control del crecimiento 

bacteriano, Tampoco hubo un efecto estadisticamente signifi­

cativo de las células norma.les, en comparación al suero, Al 

comparar la actividad de células de personas normales con ·• 

las pacientes con c8ncer,si se observó una cierta tendencia 

a la menor efectividad de estas últimas para la inhibición -

del crecimiento bacteriano in vitro, 

La relaci6n de inhibición del crecimiento bacteri!. 

no con el tiempo de incubación llevado acabo por el suero -­

tanto de pacientes como de normales, es hien manifiesta, es~ 

pecialmente por los datos obtenidos en la cin~tica 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 -
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fuera de los limites normales. Lo mismo se puede afirmar en 

relaci6n a las cuentas diferenciales, donde de nuevo no hay 

diferencia estadísticamente significativa como grupo pero -

sí hay varias pacientes cuyos datos están definitivamente 

fuera de los valores normales en los que se aprecia clarame~ 

te la leucopenia y la linfopenia que se ha reportado repeti­

damente en asociación tanto del cáncer como de la radiotera­

pia. 

Asi pues; podemos decir que con este trabajo ini­

ciamos la busqueda de las condiciones adecuadas para standa­

rización de pruebas para el estudio de la funcionalidad (fa­

gocitica) y capacidad (enzimatica) de células PMN de pacien­

tes con cáncer cervico uterino, Si bien no se ha podido de-­

mostrar claramente grandes diferencias entre normales y pa-­

cientes con cáncer, consideramos que se ha dado el primer p~ 

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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CONCLUSIONES. 
' ,' 

, 1,,'~; El, control del' crecimiento bacteriano no filé 

consisteíi~enient~ ieaÜ;~d~t~~topor ias células normales · 

como de '~at~~{e~ c:~~ C~C~, ;'Sin embargo; el efecto de estas 

últimas ,f~i; h~~~ri.~~~~te disminuido y no mejoró con la adi· 

ci611 de ,~üe'l"~ 'iii~aio&o; 
'2~,~ ,El' efecto más intenso y constante dado por --

._ ·-: '.~ - ·~.-:: '.·'' ~ ' '. 

la céhilas próvenientes tanto de normales como de pacientes 

con'cacu' estuvo dado por el suero aut!llogo fresco que mani­

fiesta una curva de normalidad con un pico a los 70' de in· 

cubaci6n. 

3.- Se confirma la eficacia del sistema de peroxi 

daci6n en el control del crecimiento bacteriano de acuerdo 

al modelo utilizado. 

4.- La concentración de MPO en leucocitos de pa-·­

cientes con CaCU y controles normales es semejante bajo las 

condiciones del ensayo. 

s.- No se puede demostrar correlación entre la ca­

pacidad de las células PMN y su contenido MPO. 

6.- No hubo diferencia entre las cuentas de pacien· 

tes con CaCU y controles normales. Sin embargo algunas pacie~ 

tes tienen cifras definitivamente anormales de cllulas, tanto 

en el caso de leucocitos totales como de subpoblaciones de es-

tos. 
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~.- Preparación de reactivos. 

- Solución de Alsever. 

Pesar los siguientes reactivos: 

Glucosa 

Citrato 

1 ·l .de .agu.a 

p01·· 10·:·· 

-.-- >':='-,'o'..-··.:_'; 

CDextiana·ai 
~·Pe~a·r 6 · .. 

-Solución salina isotónica (0.85 \) 

Disolver 0.85 g de cloruro de sodio en SO ml de a-­

gua destilada, Esterilioar a 15 lb de presión. 

- Carbonato de sodio al 0,7 i. 

Disolver 0.7 g de carbonato de sodio en un poco de 

agua destilada y llevar a un volumen final de 100 ml con agua 

destilada. Esterilizar a 15 lb de presión por 15'. 

-Peroxidasa de rábano 1 J'g por ml (Sigma de México P-8375) 

Pesar 0.003 g de pcroxidasa de rábano y diluir en 



• SS -

3 ml de reguh,dor de fosfatos O. OS M', Ph 6. S. 

Regulador cie fosfatos O.OS M, pH 6.S .. 
. - ' ·~· ... :· ' . . -- ... ' - -

Fosfato de so'dio monobásico o.OS)L'Pesa'ro.s3379>g 

de fosfato• m~nob~sico, diluir en un poco de ag~.ide~tilaá~ y 

aforar, a :i óO ml de agua destilada, 

, Fosfato de sodio diblisico O. OS M. Pesar 1,9S709 .. g -

de fosfato dibásico, disolver en un poco de agua desÜl,ada y 

aforar a 100 ml de agua destilada, 

Una vez que se prepararon la soluciones, aju .. star el. 

pH a 6.S. Agregar gota a gota el fosfato de sodio monoblisico 

al fosfato de sodio dibásico, agitando continuamente. 

-Regulador de acetatos 0,0S M, pH S 

Acetato de sodio O,OS M, Pesar 1.02SS g de acetato -

de sodio y aforar a ZSO ml con agua destilada, 

Acido acético glacial O,OS M. Medir 0,07S ml de áci­

do acético ( = 1.0S g por ml) y aforar a 2SO ml con agua dest! 

lada. 

Adicionar gota a gota el acetato de sodio al ácido 

ac~tico glacial, con agitación.continua, para ajustar a pH S, 

Solución de glucosa 0.7S M 

Pesar 0.337S g de glucos~,y.a'forar a ZS ml de agua 

destilada. 



- 5 6 -

tar 

0.7 \estéril. El vire de color 

vo de la neutralidad. 

- Liquido de Turk. 

Medir 3 ml de ácido acHico glacial-y aforar a 100 
:' •' 

ml con agua destilada y adicionar un.as gotas dé· ciistal viol~ 

tn. 

Colorante azul tripano 0.1 \. 

Pesar 0.1 g de azul tripano, disolver en un poco de -

soluci6n salina fisolÓgica y llevar a un volumen de 100 ml de· 

la misma soluci6n. Almacenar a temperatura ambiente para su --

uso. 
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- Colorante de Giemsa. 

Pesar o. 5 g del coloránfr, d:isbive~ ~\·(33 ~i de gli 

ce rol en baño María entre ss - . 60 ic, :P~~tej).~r~;~tr a~adir -

33 ml de metano l. Agitar 1 s • éuatro.ve~~~cdiárfás 'po1·. 3~dí3s. 
•',·,.,,. -.· ··~.:·:· 

Finalmente filtrar y almacenar. en úri: .. frisco:.ambai-D:·' 

Para su uso añadir una•gbt'a '~_~1:col~r~nt~ por 1 J1ll 

de agua destilada~ 

- Hidr6xido de sodio 0.1 N. 

Pesar 4 g de hidróxido de sodio, diso_l_vc1:, en. un .PE. 

co de agua destilada con agitaci6n continua y aforar a 1 1!_ 

tro de agua destilada. 

- Per6xido de hidr6geno 0.3\, 

Medir 0.17 ml de per6xido de hidr6geno al 30\ y di 

luir en 4,83 ml de agua destilada. 

- Tartrato de sodio y potasio al 2\. 

Pesar O. 1 g de tartrato de sodio y potasio y diluir 

en 5 ml de agua destilada. 

Sulfato de cobre pentahidratado al 1\. 

Pesar O.OS g de sulfato de cobre pen~ahidr~taáo y -

disolver en 5 ml de agua destilada. 
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- Carbonato de- sodi6--a'1: 2 -\_en hidr6xido de_ sodio O. 1 :-J. 

150 ml de 

p_or ml. 

solución 

1: 1 o. 

Pesar 15.85 mg 

2.5 ml de agua destilada. 

- Caldo de soya tripticaseina 

Pesar 

tar en SO ml de agua destilada. 

a 15 lb de presión durante 15'. 

- Agar soya tripticasina (DIBICO). 

-disolver_ en 

Pesar 40 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 15 x 125 mm con tapón de rosca y e~ 

terilizar a 15 libras de presión durante 15'. 
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