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EVALUACION DEL EFECTO MICROBICIDA DE LEUCOCITOS
HUMANOS EN PACIENTES CON CANCER CERVICO UTERINO

LA IMPORTANCIA DE LA INMUNOLOGTA FUE AMPLIAMENTE RECONOCIDA
CUANDO SE LE RELACIOMO A LAS ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR AGEN
TES INFECCI10S0S, VISUALIZANDOSE LA HECESIDAD DE QUE EXISTIERAN
DEFENSAS EN CONTRA DE TALES MICROORGAMNISMOS Y DE QUE PUDIERA
PREVENIRSE LOS EFECTOS DANINOS OCASI1CMADOS POR ELLOS,

EL SISTEMA INMUNITARIO (SI1) PROVEE A. ORGANISMO DE UNA COMPLE
JA RED DE MECANISMOS, LOS CUALES INTERACCIONAN ENTRE ST PARA
PROTEGERLO COMNTRA LOS AGENTES INFECC1050S. ADEMAS, EL SI PRO
TEGE TAMBIEN AL HUESPED CONTRA LAS CELULAS QUE HAN ESCAPADO A
SUS MECANISMOS NORMALES DE conTroL. ‘1) LA RESPUESTA INMUNE (RD)
QUE GENERA DICHA PROTECCION ES INDUCIDA GRACIAS A LA PRESENCIA
DE MATERIAL EXTRANO QUE EL S1 DEscouOCE coMO PROPIO., LA RI sE
DIVIDE ES ESPECIFICA E INESPECIFICA AUNQUE EN AMBAS CATEGORIAS
SE UBIQUEN ELEMENTOS CELULARES Y HUMORALES,

Como PARTE DE LA Rl INEsPECIFicA (RII) TENEMOS LAS CELULAS FA-
GOCTTICAS QUE CONSTITUYEN UNA DE LAS PRIMERAS BARRERAS DE DE-
FENSA PARA LA ELIMINACION DE MICROORGANISMOS Y CELULAS EXTRA-
NAS AL INDIVIDUO, ESTAS CELULAS SE CARACTERIZAN POR EMIGAR AL
SI1TIO DONDE SE IMICIA LA INFECCIBN, PECONOCER Y FAGOCITAR AL
MICROORGANISMO INVASOR., LOS TIPOS PRINCIPALES DE FAGOCITOS
SON LOS LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES (PMNS), LOS MONOCITOS Y
LOS MACRGFAGOS, SIEMDO LOS PMNs Los ™AS NUMEROSOS EN LA CIRCU-
LACION SANGUTNEA. COMO SU NOMBRE LO INDICA, LA PRINCIPAL AC-
TIVIDAD DE LAS CELULAS FAGOCITICAS £5 LA INGESTION DE MICROOR
GANI SMOS ,
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LA FAGOCITOSIS SE LLEVA A CABO EN CUATRO FASES INTERRELACIONA
DAS QUE SON: QuUIMIOTAXIS, OPsONIZACION, INGESTION Y DESTRUC-
CI6N., LA QUIMIOTAXIS ES LA MIGRACION DIRIGIDA DE LAS CELULAS
FAGOCITICAS HACIA EL SITIO DE INFECCION COMO RESPUESTA A UN ES
TIMULO QUIMIOTACTICO PRODUCIDO POR SUSTANCIAS QUIMICAS GENERA-
DAS COMO PARTE DE UNA REACCION INFLAMATORIA. (25) ENTRE LAS SUS
TANCIAS INDUCTORAS DE QUIMIOTAXIS PODEMOS CITAR A FACTORES SE-
RICOS GENERADOS POR LA ACTIVACION DEL COMPLEMENTO, PRODUCTOS DE
SECRECION DE LINFOCITOS, MONOCITOS, MACROFAGOS v PMNS (NEUTROFI
L0S), AST COMO LOS PRODUCTOS DE LAS BACTERIAS Y VIRUS INVASO-
RES.

LA OPSONIZACION PROMUEVE LA FAGOCITOSIS DE PARTICULAS EXTRANAS

HACIENDOLAS MAS SUSCEPTIBLES A LA INGESTION POR LAS CELULAS FA-
GOCTTICAS MEDIANTE SUSTANCIAS DENOMINADAS OPSONINAS QUE INCLU-

YEN INMUNOGLOBULINAS Y COMPLEMENTO,

POSTERIORMENTE SE INICIA UN MOVIMIENTO DE LA MEMBRANA POR ME-
D10 DE MICROFILAMENTOS DE ACTIMNA Y MIOSINA QUE PERMITEN LA EML
S10N DE PSEUDOPODOS, QUE RODEAN A LA PARTICULA EXTRARA HASTA
FUSIONARSE Y RODEAR DICHA PARTICULA DE UNA PORCION DE MEMBRANA
DENTRO DE LA CELULA. DICHAS ESTRUCTURAS COMOCIDAS COMO FARDSO
MAS SE FUSIONAN POSTERIORMENTE CON LOS LISOSOMAS, PARA FORMAR
UN FAGOLISOSOMA, ESTA FUSIGN DA COMO RESULTADO LA EXPULSION
DEL CONTENIDO DE LOS GRANULOS L1SOSOMALES DENTRO DEL FOGOSOMA
PARA LLEVAR A CABO LA DESTRUCCION DEL MATERIAL INGERIDO.(2

LA FAGOCITOSIS VA ACOMPARNADA DE UNA COMBUSTION RESPIRATORIA Y
POR LA PRODUCCION DE UNA VARIEDAD DE METABOLITOS TOXI1COS DERI-
VADOS DEL OXIGENO. ESTOS INCLUYEN EL ANIGN SUPERGXIDO (02'),
PEROX1DO DE HIDRGGENO (Hzoz) Y EL RADICAL HIDROXILO (OHT),

LA PRODUCCION DE ESTAS ESPECIES MOLECULARES INVOLUCRA UN SISTE
MA UNIDO A LA MEMBRANA QUE ACEPTA PIRIDIN NUCLESTIDOS REDUCIDOS
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COMO SUSTRATO Y UNA CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES. LA
PRESENCIA DE ESTA MAQUINARIA gNZIMATICA EN LA MEMBRANA FAGOS
MICA ASEGURA QUE LOS DERIVADOS DEL OXIGENO SE PRODUZCAM EN LA
VECINDAD DE LA PARTICULA QUE VA A SER DESTRUIDA,

LA OXIDASA MENCIONADA ANTERIORMENTE CATALIZA LA REACCION: 3,5)

20, + NADPH —» 20,7 + NADP

GENERANDO PERGXI1DO DE HIDROGENO A PARTIR DEL 10N SUPEROXIDO:

- + ESPONTANEA
202 + 2H a H202 + 0,

L4
0 SUPEROXIDO DISMUTASA

LOS MECANISMOS ANTIMICROBIANOS DE LDS FAGOCITOS HUMANOS PUEDEM
DIVIDIRSE EN: MECANISMOS DEPENDIENTES DEL OXTGENO Y MECANISMOS
INDEPENDIENTES DEL OXIGENO. DENTRC DE LOS MECANISMOS DEPENDI-
ENTES DEL OXIGENO SE ENCUENTRAN LOS INTERMEDIARIOS DEL METABO-
LISMO DEL OXTGENO (PRINCIPALMENTE H202) Y MIELOPEROXIDASA (MPO),
ENTRE 1.0S MECANISMOS INDEPENDIEMTES DEL OXIGENO ESTAN LAS PRO-
TEINAS CATIGNICAS, LACTOFERRINA, HISTONAS HUCLEARES Y PROTEA-
SAS,

ENTRE LOS MECAMISMOS ANTIMICROBIANOS DE LOS FAGOCITOS ESTA

UNO QUE CONSISTE DE PEROXIDASA (PO}, Hp0, Y UN HALURO, QUE PUE
DE ESTAR REPRESENTADO POR [ONES YODURG, BROMURO O CLORURO.
(7,16,17,18,26) LA PEROXIDASA DE HEUTROFILO (MPO) ES LIBERA-
DA DE LOS GRANULOS CITOPLASMICOS DENTRO DEL FAGOSOMA DONDE REAC
CIONA CON EL H202 FORMADO POR LA INDUCCION DE LA FAGOCITOSIS
DE LA COMBUSTION RESPIRATORIA Y UN HALURO, FORMANDO AGENTES TO
XIC0S PARA LOS MICROORGANISHOS.(lﬁ) Los LeEucociToS PMNs, SON
EXCEPCIONALMENTE RICOS EN MPO, ScHuULTZ v KAMINKLER SUGIEREN QUE
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EN EL NEUTROFILO HUMANO NORMAL EL CONTENIDO DE PEROXIDASA ES
MAYOR AL 5% DEL PESO SECO DE LA CELULA. ESTA ENZIMA FUE ORI~
GINALMENTE LLAMADA VERDOPEROXIDASA POR AGNER, DEBIDO A SU CO-
LOR VERDE. SIN EMBARGO, EL NOMBRE DE MP0O FUE ADOPTADO JUNTO
CON EL DESCUBRIMIENTO DE_LA PO DE LA LECHE (LACTOPEROXIDASA)
QUE TAMBIEN ERA VERDE.(17 OTRA PEROXIDASA DIFERENTE ESTA EN
LOS GRANULOS DEL EOSINSFILO, LA CUAL SE CONOCE COMO PEROXIDA-
SA DE EOSINOFILO (EPO) Y PUEDE SER LIBERADA DENTRO DEL FOGOSO-
MA O EXTRACELULARMENTE SOBRE LA SUPERFICIE DE ALGUN BLANCO,

LA FUNCION ESPECIAL DEL EOSINGFILO EN EL MECANISMO DE DEFENSA
DEL HUESPED NO SE HA DEFINIDO CLARAMENTE. L0S EOSINOFILOS ES
TAN PRESENTES EN PEQUERO NOMERO EN LA CIRCULACION ¥ SE ACUMU-
LAN EN CIERTOS TEJIDOS EN CONDICIONES NORMALES, AUMENTAN EN
LOS INDIVIDUOS QUE PADECEN ALGON PARASITISMO HELMINTICO, O
CON ESTADOS ATOPICOS, CIERTAS NEOPLASIAS Y REACCIONES CON DRO
GAS.

L.0S MONOCITOS CONTIENEN UNA PEROXIDASA QUE ES IDENTICA A LA
DEL NEUTROFILO. PARECE SER QUE EL SITIO DONDE SE ALOJAN LOS
MONOCITOS AL ABANDONAR LA CIRCULACION INFLUYE SOBRE EL PROCE-
SO DE MADURACION. DICHA MADURACION COMPRENDE MAYOR PRODUCCIGN
DE ENZIMAS Y STNTESIS DE ALGUMAS NUEVAS, AUMENTO DEL TEJIDO EM
DOPLASMICO Y QUIZA, LA SINTESIS DE MAS GRANULOS., AL MISMO
TIEMPO SE PIERDEN CIERTAS ENZIMAS(COMO LA PEROXIDASA) DE LOS

GRANULOS MIENTRAS MADURAN Y SE CONVIERTEN EN MACROFAGOS. »23)

LAS INVESTIGACIONES ACERCA DE LOS MECANISMOS ANTIMICROBIANQS
DE LOS FAGOCITOS HUMANOS SE HAN DIRIGIDO, PRINCIPALMENTE, HA
CIA LOS MECANISMOS OXIDATIVOS AL IDENTIFICARSE EN FORMA CON-
CLUYENTE LA IMPORTANCIA DE SU FALLA EN LOS-NEUTROFILOS DE LOS
PACIENTES CON ENFERMEDAD GRANULOMATOSA CRONICA (EGC) PARA MON-
TAR UNA COMBUSTION RESPIRATORIA ADECUADA.( 2) ESTA ENFERMEDAD
CAS1 SIEMPRE ES MORTAL EN LA ETAPA INFANTIL Y LOS NINOS QUE LA



-5

PADECEN SUFREN DE INFECCIONES GRANULOMATOSAS CRONICAS CAUSA-
DAS POR BACTERIAS CONSIDERADAS COMUNMENTE DE BAJA VIRULENCIA.
ASIMISMD, LOS LEUCOCITOS PMNS DE PACIENTES cON EGC MUESTRAN
UN DEFECTO MARCADO EN LA DESTRUCCION DEPENDIENTE DE ANTICUER-
POS DE CELULAS TUMORALES, POR LO QUE APARENTEMEMTE EL 05 Y EL
Holy ESTAN INVOLUCRADOS EN LA LISIS DE CELULAS TUMORALES,

OTRO DEFECTO DEL METABOLISMO NORMAL DE LOS NEUTROFILOS ES LA
DEFICIENCIA HEREDITARIA DE LA MPO POR LO QUE NO PUEDE HABER UN
EFECTO MICROBICIDA NORMAL, PERO SE OBSERVA UNA DESTRUCCION NOR
MAL DE CELULAS MEOPLASICAS, LO QUE APOYA LO ANTERIORMENTE Di-
CHO.

EN CUANTO A ENFERMEDADES NEOPLASICAS SE REFIERE, EL SISTEMA IN
MUNE CUENTA CON LO QUE SE CONOCE COMD "VIGILANCIA INMUNOLOGICA",
BAJO ESTE TITULO SE ENGLOBAN TODOS AGUELLOS MECANISMOS DE LA
R1 QUE PARTICIPAN DE ALGUNA MANERA EN LA PREVENCIOGN O ELIMINA
CI16N DE TUMORES, LA RESPUESTA SE GEMERA DEBIDO AL ESTIMULO
QUE CONSTITUYE LA APARICION DE NEOANTIGENOS SOBRE LAS PROPIAS
CELULAS DEL HUESPED Y QUE SON RECONOCIDAS AHORA COMO ELEMENTOS
EXTRANOS, LA RESPUESTA PUEDE SER CELULAR O HUMORAL, REPRESEN-
TADAS £STAS POR LOS LINFOCITOS T Y LOS LINFOCITGS B RESPECTIVA
MENTE. LA RESPUESTA DE TIPO CELULAR ES LA QUE SE CONSIDERA
PRIMORDIAL, MANIFESTANDOSE POR LA PRODUCCION DE SUSTANCIAS SO-
LUBLES CON ACCION SOBRE OTRAS CELULAS NORMALES O ALTERADAS Y
POR LA ACCION DIRECTA DEL LINFOCITO PARA LOGRAR LA DESTRUCCION
DE CELULAS TUMORALES, CON O SIN LA PARTICIPACION DE MOLECULAS
PRODUCIDAS POR DTRAS CELULAS., ADEMAS, TAMBIEN PARTICIPAN OTRD
TIPO DE LEUCOCITOS CON FUNCIONES FAGOCITICAS Y CITOTOXICAS.

AUNQUE LA RESPUESTA DE TIPO CELULAR ES LA QUE ESTA DIRECTAMEN
TE INVOLUCRADA EN LOS MECANISMOS QUE INTEGRAN LA VIGILANCIA IN
MUNOLGGICA COMO SISTEMA DE ELIMINACION DE CELULAS TUMORALES,
TAMBIEN ES IMPORTANTE DESTACAR EL PAPEL DEL LINFOCITO B QUE AL
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TRANSFORMARSE EN CELULA PLASMATICA PARTICIPA CON LA PRODUCCION
DE ANTICUERPOS, SIN EMBARGO, LA PRESENCIA DE ESTOS ANTICUER-
POS NO GUARDAN RELACION DIRECTA CON UNA BUENA EVOLUCION DEL
HUESPED. MAS AON, FRECUENTEMENTE ESTOS ANTICUERPOS RECUBREN

A LAS CELULAS TUMORALES SIN CAUSARLES DARO Y EVITAN LA ACCESI
BILIDAD DE LOS LINFOCITOS T U OTRAS CELULAS CITOTOXICAS QUE St
SERIAN EFECTIVAS, LO CUAL DA COMO RESULTADO LA EVASION DE LA
RI POR PARTE DE LA CELULA TUMORAL Y LA FACILITACION PARA SU DE
SARROLLO,

EL CARCINOMA DEL CERVIX UTERINO ES UNA DE LAS NEOPLASIAS MALIG
NAS MAS FRECUENTES EN LA MUJER MEXICANA, NO SE CONOCE SU ETIQ
LOoGIA CON PRECISION, PERO HAY EVIDENCIAS DE QUE SU APARICION
ESTA RELACIONADA CON FACTORES EXTRINSECOS.

EL CANCER CERvICO UTERINO (CACU) Es MAS FRECUENTE EN MUJERES
QUE INICIAN SUS RELACIONES SEXUALES A TEMPRANA EDAD, QUE TIE-
NEN RELACIONES FRECUENTES Y CON DIVERSOS INDIVIDUOS, QUE TIE-
NEN GRAN MULTIPARIDAD Y SE ENCUENTRAN EN CONDICIONES SOCIO-ECO
NOMICAS Y CULTURALES BAJAS (ENTRE LAS QUE SE INCLUYEN HABITOS
DEFICIENTES DE KIGIENE PERSONAL).lS'ZO)

EL CARCINOMA IN SITY DEL CERVIX UTERINO PUEDE RESISTIR COMO
TAL POR MUCHO TIEMPO (8-10 AROS)., EN ALGON MOMENTO LA LESION
SE TORNA INVASIVA. A PARTIR DE ENTONCES SE PUEDEN PRESENTAR
LAS SIGUIENTES ETAPAS CLINICAS, DE ACUERDN CON EL COMITE DE
CANCER DE LA FEDERACION INTERNACIONAL DE GINECOLOGTA v OBSTE-
TrIicia (FIGO):

CARCINOMA PRE-INVASOR.

ETAPA O CANCINOMA IN SITU, CARCINOMA INTRAEPITELIAL.

CARCINOMA INVASOR.
ETAPA 1 CARCINOMA ESTRICTAMENTE CONFINADO AL CERVIX.
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ETAPA 11 EL CARCINOMA SE EXTIENDE MAS ALLA DEL CERVIX UTE
RINO E INVADE EL TERCIO DE UNO O AMBOS PARAME-
TRIOS, PERO NO ALCANZA LA PARED PELVICA, EL CAN
CER INVADE LA VAGINA PERO NO EL TERCIO INFERIOR,

ETAPA 111 EL CARCINOMA SE EXTIENDE EN LA PARED PELVICA., EL
TUMOR INVOLUCRA HASTA EL TERCIO INFERIOR DE LA VA-
GINA.

ETAPA IV EL CARCINOMA SE EXTIENDE MAS ALLA DE LA PELVIS
VERDADERA O HA INVADIDO LA VEJIGA, EL RECTO, O
AMBOS, 0 BIEN HAN OCURRIDO METASTASIS A DISTANCIA,



FUNDAMENTACION DEL TEMA,

LA FUNCION DE tos LEucociTos PMNs ES LA DESTRUCCION DE MICROOR
GAM1SMOS PATOGENOS MEDIANTE EL PROCESO DE FAGOCITOSIS, SIN
EMBARGO, TAMBIEN PARTICIPAN EN LA RESPUESTA INMUNE DE OTROS AS
PECTOS IGUALMENTE IMPORTANTES COMO SOM LA PRESENTACION DE ANTL
GENOS, CITOTOXICIDAD Y SECRECIGN DE SUSTANCIAS COM ACCISN BiO-
LOGICA, COMO EL INTERFERON. ADEMAS, EXISTEN SUSTANCIAS CON
PROPIEDADES BACTERICIDAS YA PRESENTES EN EL LEUCOCITO, COMO SON
LA LISOZIMA Y LACTOFERRINA, O QUE SON ELABORADOS DURANTE LA FA
GOCITOSIS, COMO EL H202' TAMBIEN EXISTEN EVIDENCIAS DE LA AC-
TIVIDAD CITOTOXICA DE LOS LEUCOCITOS PMNS SOBRE LAS CELULAS NEQ
PLASICAS Y DE LA PARTICIPACION DEL SISTEMA DE LA PEROXIDASA EN
DIckA AcTivipap, (3 10, 12, 19)

SE HA DEMOSTRADO QUE LOS NEUTROFILOS LIBERAN CANTIDADES CITOTH
X1CAS DE Hy0, ¥ MIELOPEROXIDASA (MNPD), QUE AL COMBINARSE COM
UN HALURO PRGDUCEN L1SIS DE CELULAS TUMORALES MURINAS. ADEMAS,
SE HA DEMOSTRADO QUE EL NEUTROFILO INCUBADO CON UN ESTIMULANTE
DEL METABOLISMO OXIDATIVO, COMO EL ACETATO DE FORBOL MIRISTATO
(AFM), Es ciToTOXICO PARA LINEAS CELULARES LINFOBLASTICAS-T Hy
MANAS Y QUE DICHA ACTIVIDAD SE DEBE A LA FORMACION DE ACIDO HI
PICLOROSO (HOCI), PRODUCIDO POR LA OXIDACIBN DEL CI'.( La
PARTICIPACION DE LA MPO DEL NEUTROFILO, EN EL COMTROL DEL CRE-
CIMIENTO BACTERINO FUE CONFIRMADA AL OBSERVARSE UNA ACTIVIDAD
DISMINUIDA EN LOS NEUTROFILOS DE PACIENTES COM DEFICIENCIAS HE
REDITARIA DE MPO LA CUAL SE CORRIGIO AL AGREGAR MPO PURIFICA-
DA,

EL CANCER CERVICO UTERIND ES LA NEOPLASIA MAS FRECUENTE EN LA

MUJER, EN NUESTRO MEDIO, Y CONSTITUYE UN GRAVE PROBLEMA DE Sa-
LUD PUBLICA DEBIDO A QUE AFECTA A UN MUMEROSO SECTOR DE LA PO-
BLACION EN SU EDAD REPRODUCTIVA Y DE BAJO ESTRATO SOCIOECONOM]
€0. Es POR ELLO MUY IMPORTANTE DESARROLLAR ESTUDIOS QUE PERML



-9 -

TAN EVALUAR LA RESPUESTA INMUNE EN DICHOS PACIENTES, PARA PRO,
FUNDIZAR EN EL CONOCIMIENTO DE LOS MECAMISMOS QUE PODRIAN ES-
TAR INVOLUCRADOS EN LA DESTRUCCION DE UN TUMOR, EN PARTICULAR
CONSIDERAMOS IMPORTANTE LA RESPUESTA INMUNE INESPECIFICA DE PA
CIENTES CON CANCER CERVICO UTERINO Y DENTRO DE ELLA LA ACTIVI-
DAD DE LOS LEucocITos PMNs cOoN 0 SIN LA PRESENCIA DE SUERO AU-
T6L060, ADEMAS, SE HA INCLUIDO EN EL ESTUDIO LA DETERMINACION
DE MPO EN LEUCOCITOS DE PACIENTES CON CANCER PARA VER SI LA
CONCENTRACION DE ESTA SE HALLA ALTERADA EN COMPARACION A LAS CL
FRAS NORMALES.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

SE HAN DESCRITO SISTEMAS DE PEROXIDACIGN DENTRO DE LAS CELU-
LAS FAGOCITICAS QUE CONSTITUYEN PARTE IMPORTANTE DE SUS MECA
H1SMOS DEPENDIENTES DEL OXIGENO PARA LA DESTRUCCION DEL MATE
RIAL INGERIDO, DENTRO DE ESOS SISTEMAS NO SE HAM ESTABLECI-
DO LAS CONCENTRACIONES OPTIMAS DE CADA COMPOMENTE, SE HA
DESCRITO QUE EL Hz 02 TIENE PROP1EDADES BACTERICIDAS POR S!
SOLO, EN UN RANGO DE CONCEMTRACION DE 107 M a 10"2 M DIsMI-
YUENDO S1 SE EMPLEAN MENORES CONCENTRACIONES Y AUMENTANDO AL
INCREMENTARLAS, SE SABE QUE EL CLORURO ES EFECTIVO A CONCEN-
TRACIONES F1S1016GICAS DE Q,1M A UN PH DE 5.0, MIENTRAS QUE SE
DESCONOCE COMO PUEDE SER LA PARTICIPACION DEL YODURQ Y BROMU-
RO, 1, 14, 17)

ENTRE LAS CELULAS FAGOCITICAS, LOS LEUCOCITOS PMNS SON CONSIDE
RADOS DE GRAN IMPORTANCIA EN LA RESPUESTA INMUNE INESPECIFI-
CA, DEBIDO A SU PARTICIPACION EN LA ELIMINACION DE MICROORGA-
NISMOS Y CELULAS TUMORALES POR MEDIO DEL PROCESO DE FAGOCITO-
S1S Y/0O ACTIVIDAD CITOTOXICA,

CONSIDERANDO QUE HAY DISMINUCION EN LA EFECTIVIDAD DE LA RES-
PUESTA INMUNE EN LAS PACIENTES CON CANCER CERVICO UTERINO, RE
SULTA DE GRAN IMPORTANCIA INVESTIGAR LA FUNCION DE LOS LEUCO-
c1T70s PMNS DE DICHAS PACIENTES. ADEMAS, SE HAN DESCRITO DIFE
RENTES ALTERACIONES EN PACIENTES CON CANCER TALES COMO; LEUCQ
PENIA, LINFOPENIA, ALTERACIONES EN SUBPOBLACIONES CELULARES Y
EN ALGUNOS COMPONENTES SERICOS.

ASIMISMO, SE HA OBSERVADO QUE LAS PACIENTES CON CACU PRESENTAN
GRANULOCITOSIS POR LO QUE SE PRETENDE ENCONTRAR UM DISENO EXPE
RIMENTAL QUE NOS PERMITA CONOCER MAS DE CERCA LA FUNCIONM DE DL
CHAS CELULAS., PARA ELLO $E TRATARA DE OBSERVAR LA ACTIVIDAD
MICROBICIDA IN VITRO DE LOS LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICADE
PACIENTES CON CACU v EL EFECTO QUE PRODUCE EL SUERO AUTOLOGO
POR SI SOLO O EN COMBINACION CON LAS CELULAS.
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PARA DETERMINAR EL EFECTO MICROBICIDA DE LOS LEUCOCITOS SE ANA
L1ZARAN LAS VARIABLES DE TIEMPO, TEMPERATURA Y CONCENTRACIONES
DE CELULAS Y BACTERIAS MAS CONVENIENTES PARA ESTUDIAR EL CON-
TROL DEL CRECIMIENTO BACTERIANO POR LAS CELULAS DE LAS PACIEN-
TES CON CACU HACIENDO UNA COMPARACION CON CELULAS DE UN GRUPO
DE PERSONAS SANAS, EMPLEADAS COMO CONTROL.

ADEMAS SE TRATARA DE DETERMINAR LA CONCENTRACION DE PROTEINA
CELULAR Y LA ACTIVIDAD DE MPQ EN RELACION CON LA CANTIDAD DE
PROTEINA,



OBJETIVOS,

ANALIZAR UN SISTEMA BACTERICIDA IN VITRO CONSISTEMTE EN
PEROXIDASA DE RABANO, H2 02 vy CI7” , UTILIZANDO COMO BLAN
CO DOS CEPAS DE UNA BACTERIA PATOGENA (E.COLI INVASIVA Y
N0 INVASIVA) CON EL FIN DE CONFIRMAR LA CAPACIDAD DEL SIS
TEMA EN EL CONTROL DEL CRECIMIENTO BACTERIANO,

EVALUAR EL EFECTO MICROBICIDA DE LOS LEUCOCITOS Y SUERO
DE PACIENTES CON CACU, REALIZAR COMO CONTROL COMPARATI-
VO LA EVALUACION DEL EFECTO MICROBICIDA DE LEUCOCITOS Y
SUERO DE PERSONAS SANAS,

DETERMINAR S1 EXISTE ALGUNA ALTERACION EN EL NQMERO DE
LEUCOCITOS PRESENTES EN LA CIRCULACION SANGUINEA EN PA-
CIENTES coN CACU CON RESPECTO A LOS CONTROLES NORMALES,

DETERMINAR LOS NIVELES ENZIMATICOS DE MPO EN LEUCOCITOS
TOTALES EM PACIENTES coN CACU, AST coMo DE CONTROLES HOR
MALES, UTILIZANDO METODOS FOTOCOLORIMETRICOS.
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HIPOTES]S.

CONSIDERANDO QUE PUEDE HABER UNA ALTERNACION EN LA RES-
PUESTA INMUNE INESPECIFICA DE LAS PACIENTES CON CANCER
CERVICO UTERINO, AL EVALUAR LA ACTIVIDAD MICROBICIDA DE
LOS LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA EN UN SISTEMA IN_VI-
TR0 SE PODRIA ENCONTRAR UNA DEFICIENCIA EN EL corm%m
DEL CRECIMIENTO BACTERIANO SUSCEPTIBLE DE MODIFICARSE O
NO POR ADICION DEL SUERO AUTOLOGO, ADEMAS SE ESPERA 0B-
SERVAR LEUCOPENIA, EOSINOFILIA Y GRANULOCITOSIS, COMO HA
SUCEDIDO EN OTROS ESTUDIOS DE PACIENTES CON CANCER CERVI
€O UTERINO, EN CASO DE QUE LA ACTIVIDAD MICROBICIDA DE
LOS LEUCOCITOS DE PACIENTES CON CANCER SEA INFERIOR A LA
DE LAS CELULAS DE CONTROLES NORMALES SE TRATARA DE ENCON

TRAR S1 SE DEBE A UNA DIMINUCION EN LA ACTIVIDAD DE LA

MPO,
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MATERIAL

1. MATERIAL DE CONSUMO,
TuBos DE ENSAYE (13 x 100, 15 x 100 mM)

TUBOS DE ENSAYE CON TAPGN DE RoscA (13 x 100, 15 X100
15 x 150 ) ‘ R

MATRACES AFORADOS (25, 50, 250, 500..1000 ML{)”

MATRACES EARLENMEYER (25, 50, 250, 500, 1000, 4000 mL)

PipETAS SEroLOGlcAs (0.1, 1.0,:2.9,.5.0, 10.0 ML)

PIPETAS VOLUMETRICAS (3.0, 5.GVML)

Vasos DE PRecIPITADOS (50,0, 100,0, 250,0, 1000.0 ML)

CAUAS DE PETRI

PORTAOBJETOS

. PIPETAS AJUSTABLES GILson (P200, p1000)

TERMOMETRO DE MERCURIO (-10°C A 110°C)

GRADTLLA METALICA

ALGODON

. GASA
. MASKING TAPE

PAPEL ALUMINIC

. AGUJAS DESECHABLES (20 x 32, 21 x 32, 22 X 32 mM)

» MECHERO BUNSEN
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ESPATULA

CAMARA DE NEUBAUER

. PIPETA DE THOMA PARA GLOBULOS BLANCOS
., EMBUDOS

M1CROTUBOS EPPENDORF DE POLIPROPILENO (1.5 ML)

PIPETAS PASTEUR (2" DE LARGO)

CUBREOBUETOS (22 X 22 MM)

CUBREBOCA

CELDAS PARA ESPECTROFOTOMETRO

2. ~ EQUIPO DE LABORATORIO

. EsTuFa DE 0 A 110°C LAB-LINE

. REFRIGERADOR Across

. Concerapor (0 A -20°C) AMERICAN

. CongELADOR (0 A -76°C) ULTrA CoLD

BALANZA GRANATARICA 2 PLATILLOS OHAUS

. VORTEX GENIS

. Microscopio G6PTICO ZE1sS

, CENTRIFUGA CLINICA SOLBAT 115

, CENTRIFUGA REFRIGERADA DamMON/ICE
 AGITADOR MAGNETICO MAGNESTIR

. ESPECTROFOTOMETERO BAusCH AND LoMB

ESPECTRONIC
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. POTENCIOMETRO BECKMAN SS-3
. BALANZA ANALITICA METTLER

. DESTILADOR BARNSTEAD

. Bafio MarIA (0 A 100°C) THELCO

. AUTOCLAVE

3. MATERIAL BIOLOGICO,

CEPA BACTERINA PURA DE ESCHERICHIA COLI INVASIVA 91N1

(seroT1P0 01.H1:H7), AIsLaDA DEL LiauilDo CEFALORRAGUI

DEO 'DE UN NINO DE UN ARO DE EDAD, DICHA CEPA ES LE
TAL PARA EMBRIGN DE POLLO, INVADE CELULAS HELA, HEP,2

Y FIBROBLASTOS DE RATON. SE OBTUVO DEL CEPARIN DE LA

E.N,C.B., DEL I.P.N,

CEPA BACTERIANA PURA DE ESCHERICHIA COLI NO INVASIVA,
INOCULO ORIGINAL DONADO POR EL CEPARIO DE ta E.N.C,B.
DEL [.P,N. CARACTERIZADO COMO NO INVASIVA (002-0119B).

. MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA OBTENIDAS DE UN GRUPO DE
23 PACIENTES CON CANCER CERVICO UTERINO PROPORCIONADAS
POR EL. DEPARTAMENTO DE COBALTOTERAPIA DEL HOSPITAL DE
LA MuJER DE LA S.S.A,

MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA DE 32 DOMADORAS SANAS QUE
SE EMPLEARON COMO CONTROL, ESTAS PERSOMAS FUERGN MUJE-
RES APARENTEMENTE LIBRES DE CUALQUIER COMDICION PATOLG-
GICA QUE PUDIESE INVOLUCRAR UNA ALTERACION DEL SISTEMA
INMUNE

4
LAS MUESTRAS DE SANGRE FUERON PROCESADAS COMO SE DESCRL
BE EN LA SECCION DE METODOS.
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4, REACTIVOS,
PEROXIDASA DE RABANO (PEROXIDASA No. P 8375 Tiro IV

HoRsERADISH 5,000 U: R.Z, 3.2; 280 PURPUROGALLING
u/Me s6LIDO) 230 Ne/ML

AGAR DE SOYA TRIPTICASEINA

CALDO DE SOYA TRIPTICASEINA

REGULADOR DE ACETATOS 0,05M #H 5.0

. REGULADOR DE ACETATOS 0.1 It °H 5.0

CLORURO DE sopEo (NACI) 100 mM

GLUCOSA 75 MM

HIDRGXIDO DE sopio (NaGil) 0.1 N

CARBONATO DE SODIO (NA2C03) AL 2% EN NaOH 0.1IN

TARTRATO DE SOIO Y POTASIO (KNACMHHOB'HHZO) AL 2%

SULFATO DE COBRE 11 (CUSOQ) AL 1%

OvoaLBGMINA 200uG/ML EN SOLUCION SALINA

SoLucidn satina (NaCl aL 0.85%)

O-DIANISIDINA 0.02M EN REGULADOR DE ACETATOS 0,1M
PH 5.0

PERGXIDO DE HIDROGENO (H202) 0.3 M

PERGXIDO DE HIDROGENO 1,0 MM

. ACIDO TRICLOROACETICO 407

SoLucibn DE ALSEVER

CARBONATO DE sopio AL 0.77
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AZuL TRIPANO AL 0,1Z EN CARBONATO DE S0DIO 0.773

ALcoHOL ETILICO (CH3CH20H) AL 70%

D1oxano

COLORANTE GIEMSA:

MEZCLAR 0.5 G, DE COLORANTE EN 33
ML DE GLICERINAY DISOLVER EN 33 ML
DE METANOL, FILTRAR Y ALMACENAR

COLORANTE DE WRIGT-GIEMSA: Mezctar 1,0 G, DE GIEMSA

LTaU1Do DE TURK:

. MeEpIO T.C.:

Y 9.0 6 DE WRIGT EN 9.0 ML DE GLI-
CERINA Y DISOLVER EN 2910 ML DE ME
TANOL

AGREGAR DE 1 A 2 GOTAS DE AZUL DE
METILENO AL 0.1% A 100 ML DE UNA SO
LUCION DE ACIDQ ACETICO AL 37

DE UNA SOLUCION CONCENTRADA 10X DI-
LUIR 1:10 cON H,0 DESTILADA Y AJUS-
TAR EL PH A 7.2 CON CARBONADO DE SQ
pto 0.77
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I PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANG.

DE UN TUBO DE AGAR QUE CONTENGA LA CEPA BACTERIANA
PURA DE ESCHERICHIA COL1 INVASIVA, TOMAR UNA ASADA Y
SEMBRAR EM UN TUBO QUE CONTENGA DE 3 A 5 ML DE MEDIO
DE CULTIVO CALDO SOYA TRIPTICASEINA E INCUBAR A 37°C
DURANTE 16 A 18 HORAS,

PASADO EL TIEMPO DE INCUBACION SE TRANSFIERE EL CON-
TENIDO DEL TUBO ANTERIOR A UN MATRAZ EARLENMEYER QUE
CONTENGA 50 ML DE MEDIO CALDO SOYA TRIPTICASEINA CON
5 ML DE GLICEROL Y DEJAR EN INCUBACION NUEVAMENTE A
37° DURANTE 16 A 18 HORAS,

REPARTIR EN ALICUOTAS DE 1.0 ML EN TUBOS EPPENDORF Y
CONGELAR A -70°C,

I, OBTENCION DE LEUCOCITOS HUMANOS DE SANGRE PERIFERICA,

EN UMA JERINGA DE 20 ML QUE CONTENGA 5 ML DEXTRANA
AL 6% EN ALSEVER, OBTENER 15 ML DE SANGRE VENOSA,

PONER A SEDIMENTAR COLOCANDO LA JERINGA EN ANGULO DE
45° DURANTE APROXIMADAMENTE 45' A 37°C

SEPARAR EL PLASMA DEL PAQUETE ERITROCITARIO EN UN Ty
B0 15 X 100 MM con TAPON DE ROSCA.

CENTRIFUGAR A 500 X G DURANTE 10’ Y DESCANTAR EL Sn-
BRENADANTE.
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RESUSPENDER EL PAQUETE CELULAR EM SOLUCISN DE ALSE
VER -‘PARA LAVAR Y CENTRIFUGAR A 500 XG DURANTE 107,

LAVAR NUEVAMENTE CON ALSEVER Y DESECHAR EL SOBRENA
DANTE,

DAR CHOQUE HIPOTONICO ERITROCITARIO RESUSPENDIENDO
EL PAQUETE CELULAR EN 2,0 ML DE AGUA DESTILADA, MAN
TENIENDOLO DURANTE 30”,

RESTAURAR INMEDIATAMENTE LA OSMOLARIDAD LLENANDO EL
TUBO CON MEDIO TC,

CENTRIFUGAR A 500 XG DURANTE 10’ Y DESCARTAR EL SO-
BRENADANTE,

RESUSPENDER EL BOTON CELULAR EN 2,0 ML DE MEDIO TC
Y REALIZAR CUENTA VIABLE CELULAR, :

ITI.  OBTENCION DEL SUERO.

EN UNA JERINGA DE 5 ML OBTENER SANGRE VENOSA Y TRANS
FERIRLA EN UN TUBO 13 X 100 MM CON TAPOGN DE ROSCA,

INCUBAR A 37°C DURANTE 20,

DESPEGAR EL COAGULO CON UN APLICADOR E INCUBAR Du-
RANTE OTROS 20’ A 4°C.

CENTRIFUGAR A 1 400 xG DURANTE 20',

EXTRAER EL SUERO CON UNA PIPETA PASTEUR DEL PAQUETE
CELULAR Y TRANSFERIRLO A UN TUBO DE 13 X 100 mm,

DESCOMPLEMENTAR UNA PARTE DEL SUERO CALENTANDO EN
BANO MARTA A 56°C DURANTE 307,
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v, DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE_LOWRY.

COLOCAR EN TUBOS DE ENSAYE 13 X 100 MM LOS VOLOME-
NES CORRESPONDIENTES 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6,
0.7, 0.8, 0.9 v 1.0 ML DE UMA SOLUCISN DE OVOALB(-
MINA A UNA CONCENTRACION DE 200 UG/ML PARA LA CONS
TRUCCION DE UNA CURVA STANDARD,

COLOCAR EN OTROS TUBOS 13 x 100 MM LOS VOLOMENES CO
RRESPONDIENTES A 1.0 X 106 CELULAS DE CADA MUESTRA
PROBLEMA.

. LLEVAR A UM VOLUMEN FINAL DE 1,0 ML A CADA UNO DE
LOS TUBOS CON SOLUCIOGN sALINA 0,857,

. CORRER SIMULTANEAMENTE UN BLANCO QUE COHSTA DE $0-
LUCION SALINA ONICAMENTE.

. AGREGAR A CADA UNO DE LOS TuBOS 3.0 ML DE UNA SOLU-
CION QUE cONSTA DE: 1.0 ML DE KNAC H,Og. 4H,0 AL

1Z ¥ 100 M. DE NACOg AL 2% EN NaOH o, IN,
. AGITAR Y DEJAR REPOSAR DURANTE 107,
. AGREGAR 0.3 ML DE REACTIVO DE FENOL.
. AGITAR Y DEJAR REPOSAR DURANTE 30',

. LEER CONTRA EL BLANCO A UNA LONGITUD DE ONDA DE
600 mM.

v, DETERMINACION DE {A ACTIVIDAD DE MPO POR EL METODO DE
LA O-DIAMISIDINA,
. EN TuBos 13 x 100 MM coLOCAR 0.3 ML DE REGULADOR DE

ACETATOS 0.1M PH 5.0, 0.05 ML DE UNA SOLUCION DE 0-
DIANISIDINA 0.2 v 0.1 ML DE Hy Oy 0.3 M,
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COMPLETAR LOS DOS PRIMERDS TUBOS A UM VOLUMEN DE
2,5 ML coN H20 DESTILADA,

COLOCAR A LOS TUBOS SIGUIENTES 0.1 ML DE UNA SOLU-
CI6N DE PEROXIDASA DE RABANO EN UMA CONCENTRACIGN
DE 230 NG/ML,

COLOCAR EN LOS TUBOS SIGUIENTES EL VOLUMEN CORRES-
PONDIENTE A 0.5 X 108 LEUCOCITOS DE CADA MUESTRA
PROBLEMA.

COMPLETAR CADA TUBO A UN VOLUMEN FINAL DE 2.5 ML
CON H20 DESTILADA,

IncUBAR LOS TUBOS EN BARO MARIA A 37°C DURANTE 20'.
AGREGAR A CADA TUBO 0.5 ML DE TCA AL 407,

CENTRIFUGAR A 1 U400 XG DURANTE 15’ Y DESCARTAR EL
SOBRENADANTE,

A cADA TuBO ANADIR 3,0 ML DE DIOXAHO Y AGITAR VIGO
ROZAMENTE , ’

CENTRIFUGAR A 1 400 XG DURANTE 15',

LEER EL SOBREMNADAMTE A UNA LONGITUD DE ONDA DE
460 NM,

OBTENER LA ACTIVIDAD DE PEROXIDASA DE CADA MUESTRA
EN RELACION A LA OBTENIDA EN EL STANDARD,
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VI, METODO_PARA DETERMINAR EL EFECTO BACTERICIDA “IN VITRQ”
DEL SISTEMA PEROXIDASA - H,0, - HALURO.*®

. EN TUBOS 13 x 100 MM PONER EN CADA TUBO 0,7 ML DEL
REGULADOR DE ACETATOS 0.05M PH 5.0: 0.1 ML DE SO~
LUCION DE GLUCOSA 75 MM v 0.1 ML DE NaCI 10 MM.

. AJUSTAR UN CULTIVO DE BACTERIA DE 16 A 18 HRS., A
UNA DENSIDAD OPTICA DE 0,1 A UNA LONGITUD DE ONDA
DE 620 NM, DILUIRLA 1:4 EN CALDO SOYA TRIPTICASEI-
NA Y ADICIONAR A CADA UNO DE LOS TUBOS MEZCLA DE
REACCION (TMR) 0.05 mu.,

, AGREGAR A CADA TuBO 0.1 ML DE PEROXIDASA DE RABANO
23 us/100 ML,

ANaDIR 0.1 ML DE Hy0, 1,0 MM,
. LOS TuBOS BLANCOS NO LLEVAN H202 NI PEROXIDASA,

COMPLETAR EL VOLUMEN DE CADA MEZCLA DE REACCION
{¥R) A 2.0 ML DE H,0 DESIONIZADA,

IncusarR Los TMR A 37°C puraunTe 307,

PASADO EL TIEMPO DE INCUBACION REALIZAR 3 DILUCIO-
NES 1:11 A CADA UNO DE LOS TUBOS EN SOLUCION SALI-
NA FISIOLOGICA O ALSEVER.

SEMBRAR EN PLACA POR TRIPLICADO 200 Y 400 uL,

INCUBAR A 37°C DURANTE 16 A 18 HRS.

REALIZAR LA CUENTA VIABLE BACTERIANA POR PLACA Y
CALCULAR EL NUMERO DE BACTERIAS FINAL EN cADA THR.
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+ N (F)= CoLONIAS BACTERIANAS/ML,
N= NOMERO DE COLONIAS BACTERIANAS POR PLACA,
F= FACTOR DE DILUCION,

VII. - ENSAYQ BACTERICIDA CON LEUCOCITOS HUMANOS.*

, NUMERAR TuBOS 13 x 100 Mm DEL 1 AL 5,

. AJUSTAR UN CULTIVO DE BACTERIAS (E. CoL1) DE 16 A
18 HRS, A UNA DENSIDAD GPTICA DE 0,1 A UNA LONGI-
TUD DE ONDA DE 620 NM, DILUIR EN CALDO SOYA TRIP-
TICASEINA 1:5 v AGREGAR 0.05 ML A CADA UNO DE LOS
TUBOS.

, TOMAR EL TUBO 1 COMO CONTROL,

. AGREGAR A LOS TuBOS 2 Y 4 0,2 ML DE SUERO AUTOLO
GO A CADA MUESTRA (DE PACIENTE con CACU o DONADOR
SAND) .

. A LOS TUBOS 3 Y 5 AGREGAR (.2 ML DEL SUERO AUTOLO
GO DESCOMPLEMENTADG (DE PACIENTE CON CACU 0 DONADOR
SANO).

. A LOS TUBOS 4 Y 5 AGREGAR, DE UNA SUSPENSION DE LEU
COCITOS, EL VOLUMEN CORRESPONDIENTE A 2.0 x 100 cg-
LULAS,

. AJUSTAR A UN VOLUMEN FINAL DE 2.0 ML cON Meplo TC,

. Incuar LA MR A 37°C DURANTE 45',

., DAR CHOQUE HIPOTONICO LEUCOCITARIO A 0.2 ML DE MR

DE CADA TUBO EN 2,0 ML DE AGUA DESTILADA Y MANTE-
NER EN SUSPENSION DURANTE 10’ (pIL 1:11).
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. REALIZAR 2 DILUCIONES MAS A CADA TUBO MR 1:11 EN
AGUA DESTILADA O ALSEVER,

SEMBRAR LA TERCERA DILUCION, 200 vy 400 uL POR EL
METODO DE VACIADO EN PLACA POR DUPLICADO E INCUBAR
A 37°C DURANTE 16 A 18 HORAS,

REALIZAR LA CUENTA VIABLE BACTERIANA POR PLACA Y OB

TENER EL NOMERO DE BACTERIAS FINAL DE CADA TMR Y CAL
CULAR EL PORCENTAJE DE MORTALIDAD EN RELACION A LOS

TUBOS CONTROL.

VII1. OBTENCION DE LEUCOCITOS TOTALES.

TOMAR EN UN TUBO DE NESAYE 0.5 ML DE SANGRE VEMOSA
OBTENIDA COMO SE inDIcA EN II,

LLENAR CON SANGRE UNA PIPETA DE THOMA PARA GLOBU-
LOS BLANCOS HASTA LA MARCA DE 0,5.

LIMPIAR LA SANGRE ADHERIDA EN EL EXTERIOR DE LA PI-
PETA CON UNA GASA,

COMPLETAR HASTA LA MARCA DE 1.1 CON LIauipO DE TURK.

HOMOGENIZAR DURANTE 2’ EN EL AGITADOR DE PIPETAS,

COLOCAR EL CUBREHEMATIMETRO SOBRE LA CAMARA DE NEU-
BAUER.

DESCARTAR LAS PRIMERAS 4 A 5 GOTAS DE LA PIPETA Y
LLENAR LA CAMARA POR CADA UNO DE SUS BORDES,

DEJAR REPOSAR DURANTE 3‘ A 4,
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. OBSERVAR AL MICROSCOPIO CON EL OBJETIVO DE 10X Y
CONTAR LOS LEUCOCITOS EN LOS CUADRANTES DE LOS EX-
TREMOS ,

OBTENER EL NUMERO DE LEUCOCITOS MEDIANTE LA SIGUIEN

TE FORMULA:
NOMERD DE LEUCOCITOS/ME _ N QO = N (50)
= ——— =
0.1 ) G 4

DONDE ;
N = NOMERO DE CELULAS CONTADAS
20 = DILUCION DE LA MJESTRA
0. M€ = ALTURA DE LA CAMARA
1 mz = PBREA DEL CUADRANTE GRANDE
] = NOMERO DE CUADRANTES CONTADOS

CoMO LA SANGRE SE DILUYS CON 5 ML, DE SOLUCION DEX-
TRANA AL 6% EN ALSEVER, MULTIPLICAR EL RESULTADO
POR EL FACTOR 1,33 PARA CORREGIR EL NOMERO DE LEUCO
CITOS OBTENIDOS,

IX.  CUENTA DIFERENCIAL DE_LEUCOCITOS.

. REALIZAR UN FROTIS DE SANGRE PERIFERICA EN UN POR-
TAOBJETOS LIMPIO Y DESENGRASADO.

. SECAR EL FROTIS AL AIRE Y FIJAR DURANTE 5’ EN META
NOL,

, SUMERGIR EL FROTIS EN UNA SOLUCISN DE COLORAMTES
GIEMSA (DILUIDA UNA GOTA DE COLORANTE POR CADA ML
DE Ho0. DESTILADA) DURANTE 20,
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. LAVAR CON AGUA DE LA LLAVE,
. SECAR AL AIRE EN POSICION VERTICAL.

. OBSERVAR Y CONTAR LAS CELULAS AL MICROSCOP10O EMPLE-
ANDO EL OBJETIVO DE INMERSION (100X).

* ToDO EL PROCESO SE LLEVA A CABO EN CONDICIONES
DE ESTERILIDAD,

oS RESULTADOS SERAN ANALIZADOS EMPLEANDO LA PRUEBA DE
“T" DE STUDENT PARA DATOS PARAMETRICOS (“), Aasf como
LA PRUEBA DE “U" pE MANN-WHITNEY PARA DATOS NO PARAME-
TRICOS(G).
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LTADOS

SE ESTUDIG UN SISTEMA CON LAS CONDICIONES NECESARIAS PARA EJER
CER UN EFECTO BACTERICIDA IN VITRO, CON EL FIN DE ANALIZAR LAS
CONDICIONES EN LAS CUALES INTERVIENE LA MIELOPEROXIDASA (MPO)
DENTRO DE LOS FAGOCITOS HUMANOS (PRINCIPALMENTE LOS PMNs), PA-
RA LA ELIMINACION DE UNA BACTERIA., ADEMAS, SE DETERMINO LA AC
TIVIDAD QUE TIENEN LOS LEUCOCITOS HUMANOS DE PACIENTES coN CaCU
EN PRESENCIA O AUSENCIA DE SUERO AUTGLOGO PARA CONTROLAR EL CRE
CIMIENTO IN VITRO DE E, COLI INVASIVA Y NO INVASIVA.

EN PRIMER LUGAR SE LLEVO A CABO LA INTEGRACIGN DEL SISTEMA DE
PEROXIDACION CONSTITUIDO POR PEROXIDASA (PO0), Ho0, E tones CI7
ENSAYANDOSE EN CONTRA DE E. COLI INVASIVA Y NO INVASIVA, La
PEROXIDASA EMPLEADA EN CADA ENSAYO FUE PEROXIDASA DE RABANO CO
MERCIAL EN CONCENTRACIONES DE 230 NG/ML, COMBINADA CON UNA SO-
LUCION DE Hzoz 1.0 MM v NACI 10 MM, CONTENIDOS EN UN REGULADOR
DE ACETATOS O,5M PH 5.0, LAS TABLAS 1Y 2 MUESTRAN LOS EFECTOS
QUE TIENEN EL Hy0p Y LA PEROXIDASA DE RABANO ACTIVA E INACTIVA
(INACTIVADA EN BANO MARIA A EBULLICION DURANTE 30') SOLOS 0 COM
BINADOS Y EN PRESENCIA DE [ONES CI™ EN CONTRA DE E. COLI INVA-
SIVA Y NO INVASIVA, AHI SE OBSERVA QUE LA PEROXIDASA ACTIVA PRO
DUCE UN EFECTO -SIGNIFICATIVO EXCLUSIVAMENTE EN RELACION AL PRO-
DUCIDO POR EL H202 SOBRE LA E. COLI INVASIVA,  ADEMAS, A PESAR
DE QUE APARENTEMENTE EL SISTEMA PRODUCE UNA MAYOR INHIBICION EN
COMPARACION CON LA PRODUCIDA POR CADA UNO DE LAS VARIABLES EN
FORMA INDIVIDUAL, DICHA DIFERENCIA NO ES ESTADISTICAMENTE SIGNL
FICATIVA. EL EFECTO PRODUCIDO POR CADA UNA DE LAS VARIABLES
EN FORMA INDIVIDUAL MUESTRA UNA DIFERENCIA APARENTE CON EL SIS-
TEMA SOBRE E. COLI NO INVASIVA, LA INHIBICION PRODUCIDA POR
CADA UNA DE LAS VARIABLES SOBRE E, COLI INVASIVA ES MENOR A LA
PRODUCIDA POR EL SISTEMA SOBRE E. COLI NO INVASIVA Y ESTA DIFE
RENCIA ES ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA (P40.05).
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PARA DETERMINAR EL NOMERO DE CELULAS A EMPLEAR SE REALIZARON
VAR10S ENSAYOS CON DIFERENTES NOMERQO DE CELULAS, COMO SE MUES
TRA EN LAS TABLAS 3 Y 4, EN ELLAS SE OBSERVA QUE AL VARIAR LA
CANTIDAD DE CELULAS HAY VARIACION EN LA ELIMINACIGN DE LA BAC-
TERIA Y QUE ST SE uTILIZAN 0.5 x 10%, 1.0 x 106 6 1.5 x 105 ¢
LULAS, LA INHIBICION BACTERIANA NO ERA TAN APARENTE, COMO CUAN
DO SE USABAN 2,0 X 10° v 4.0 X 108 cELutas, PUESTO QUE LAS DOS
CONCENTRACIOMES MAYORES MOSTRARON TEMER UN EFECTO SIMILAR SE ES
COGIO LA DE 2.0 X 105 CELULAS COMO LA ADECUADA PARA LA REALIZA-
C10M DE LAS SIGUIENTES PRUEBAS,

EN L0S ENSAYOS BACTERICIDAS DE LEUCOCITOS TANTC DE PACIENTES
COMO DE CONTROLES FRENTE A E, COLI INVASIVA, SE ENCONTRO QUE AL
PONER LAS CELULAS SOLAS O EL SUERO AUTOLOGO SOLO HABIA UNA LIGE
RA INHIBICION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO, DE LA MISMA MANERA
SE OBSERVO QUE SI SE COMBINABAM CELULAS Y SUERO AUTGLOGO DE LAS
PACIENTES EL PORCENTAJE DE INHIBICIGN DEL CRECIMIENTO BACTERIA-
NO NO SE MODIFICABA, COMO SE PUEDE VER EN LAS TABLAS 5 Y 6,

SIN EMBARGO, AL COMBINAR LAS CELULAS Y EL SUERO AUT6LOGO DE LOS
CONTROLES, HABTA UN LIGERO AUMENTO EM LA INHIBICION, AUNQUE LAS
DIFERENCIAS ENCONTRADAS NO SON ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS,

ADEMAS, LAS CELULAS Y EL SUERO AUTHLOGO DESCOMPLEMENTADO Y LA
COMBINACION DEL SUERO AUTOLOGO ACTIVO CON LAS CELULAS DE LOS CON
TROLES NO EJERCIERON UN EFECTO SIGNIFICATIVO A LOS 70’ DE INcuU-
BACION, DE IGUAL MANERA QUE LAS CELULAS Y EL SUERO INACTIVO DE
LAS PACIENTES COMO SE MUESTRA EN LAS TABLAS 7 Y 8, EL SUERO AU
TOLOGO, ACTIVO, DE LOS CONTROLES HORMALES TIENE UN AUMENTO EN
LA INHIBICION CON RESPECTO A LAS CELULAS, SUERO INACTIVO Y SUE-
RO MAS CELULAS., FEL SUERO ACTIVO Y LA COMBIMACION DE CELULAS
CON SUERO DE LAS PACIENTES, TIENEN MAYOR EFECTO QUE LAS CELULAS,
Y QUE TIEMEN TAMBIEN UM MAYOR EFECTO QUE LAS CELULAS Y EL SUERO
POR sf SOLOS 1.0 CUAL ES ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVO,
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SE ESTUDIO EL COMPORTAMIENTO DE E. COLI INVASIVA FRENTE A CADA
UNO DE LOS PARAMETROS A DIFERENTE TIEMPO DE INCUBACION. SE EN
CONTRO QUE AL AUMENTAR EL TIEMPO DE INCUBACION HAY UN CAMBIO
EN LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO EN CADA UNA DE LAS
VARIABLES ESTUDIADAS,  SIN EMBARGO, DESPUES DE LOS 70’ DE IN-
CUBACION, LA BACTERIA APARENTAMENTE EVADE EL EFECTO QUE TIENE
CADA UNA DE LAS VARIABLES SOBRE ELLA PARA SEGUIR SU REPLICA-
CION NORMAL.. SE PUEDE OBSERVAR ENTONCES UNA DISMINUCION EM LA
INHIBICION BACTERIANA A PARTIR DE LOS 90’ DE INCUBACION, TAL Y
COMO SE MUESTRA EN LAS TABLAS 9 v 10,

EN CUANTO A LA DETERMINACION DE PROTEINA Y ACTIVIDAD ENZIMATI-
CA DE PEROXIDASA LOS LEUCOCITOS DE LOS CONTROLES NORMALES MUES
TRAN DIFERENCIAS EN CONCENTRACIGN DE PROTEINA CON RESPECTO A
LAS DE LAS CELULAS DE LAS PACIENTES, TAMBIEN EXISTE APARENTE-
MENTE UNA MAYOR ACTIVIDAD DE PEROXIDASA EN LOS LEUCOCITOS DE
LAS PACIENTES CON RESPECTO A LOS CONTROLES NORMALES, AUNQUE
LAS DIFERENCIAS ENCONTRADAS NO SON ESTADISTICAMENTE SIGNIFICA
TIVAS,

EN CUANTO A LAS CUENTAS DIFERENCIALES TOTALES Y PORCENTUALES
DE LOS LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA, SE ENCONTRO LEUCOPENIA
Y EOSINOFILIA EN ALGUNAS PACIENTES COMO SE PUEDE VER EN LAS TA
BLAS 13 ¥ 14, PERO LAS DIFERENCIAS ENCONTRADAS NO SON ESTADIS-
TICAMENTE SIGNIFICATIVAS,
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TABLA I.  EFECTO BACTERICIDA DEL SISTEMA PO-Hy0,-CI™ FRENTE

(A):

(B):
(c):

(D}):
(e):

A ESCHERICHIA COLI INVASIVA,

% DE INHIBICION DEBIDO A:

EXPERI-

MENTO CoNTROL HQOZ(B) po (&) | pp a® sisteva (E)
01 184 | 0.0 0.0 0.0 28.0
02 27,2 | 0.0 -- -- 17.1
03 0.5 [258 | 20.7 | 0.0 16,5
oY 105 {165 | 0.0 ]-0,0 12.0
05 L5 | 97 | 00 | 65 n.0
06 2.0 |23.2 |77 | 137 16,0
07 1.8 0.0 0,0 .| 0.0 19.0
08 2,2 |13.7 -- -- 47.8
09 1.9 | 5.3 - 0.0 23.7

NOMERO DE COLONIAS BACTERIANAS X 108, contapas En praca
DESPUES DE 18 HRS. DE INCUBACION A 37°C .

Hy0n 1.0 MM,

230 NG DE PEROXIDASA DE RABANO/ML INACTIVADA EN BARG Ma-
RTA A EBULLICION DURANTE 30/,

230 NG DE PEROXIDASA DE RABANO/ML,

SISTEMA DE PEROXIDACION: PEROXIDASA DE RABANO 230 NG/ML,
Hy05 1,0 MM v NaCl 10 M, CADA MEZCLA DE REACCION CON-
TI1ENE REGULADOR DE ACETATOS 0.05M PH 5.0, GLucoSA 75 mM
Y SE LLEVA A UM VOLUMEN FINAL DE 2.0 ML CON H20. LA MEZ-
CLA DE REACCION FUE INCUBADA A 37°C DURANTE 30',
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TABLA 2, EFECTO BACTERICIDA DEL SISTEMA PO-Hy0,-CI™ FRENTE

(A):

(B):

(c):

(D):
(E):

A ESCHERICHIA COLI NO INVASIVA,

% DE INHIBICION DEBIDO A:

DPERI-- ,

o [cowRoLA 1o, | po 1) | po A®) | siSTERA'E
o1 | 82 |67 |00 |00 | 8.3
02 |19.8 0.0 |00 |00 | 230
03 | 12.7 8.3 |uw.l |33 | 287
o | 74 | 32 |00 | 00 0.0
05 | L5 | 420 {63 |80 | 550
6 | 1.8 | 223 (223 [250 | 36.2
o7 | 3.0 0.0 |33 | 00 | 233
06 | 1.8 0.0 | 84 {27.0 | w7
oo | 14 | 25 |25 |15 | 825

NOMERO DE COLONIAS BACTERIANAS X 106, CONTADAS EN PLACA
DESPUES DE 8 HRS. DE INCUBACION A 37°C,.

230 NG DE PEROXIDASA DE RABANO/ML INACTIVADA EN BARO MA-
RIA A EBULLICIGN DURANTE 30'.

230 NG DE PEROXIDASA DE RABANO/ML.

SISTEMA DE PEROXIDACION; PEROXIDASA DE RABANO 230 NG/ML,
H202 1.0 M Y Na CL 10 mM. CADA MEZCLA DE REACCION CON-
TIENEN REGULADOR DE ACETATOS 0,05 K PH 5.0, GLUCOSA 75M
Y SE LLEVA A UN VOLUMEN FINAL DE 2.0 ML CON H20. LA MEZ
CLA DE REACCION SE INCUBS A 37°C DURANTE 30', SOMETIENDQ
SE A UNMA SERIE DE DILUCIONES ANTES DE CULTIVARSE COMO SE
INDICA EN (A},
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TABLA 3, EFECTO BACTERICIDA DE LEUCOCITOS NORMALES FRENTE A

ESCHERICHIA cOLI A 45' DE INCUBACION.

% DE INHIBICION DEBIDO A:
CONTRO- )
EXPERIMENTO LES(A) NUMERO DE CELULAS
x1°  |15x10° 2.0x16 | u.0x108
1. E. CoLt Inv. 3.5 31.4* -=* -
E. CoLl NO InV, 2.7 1.8 - -
2, E, CoLt Inv, 5.5 - 65,1 -
E. CoLl No INv, 51 - 0.0 -
3. E. Coul Inv. 3.0 - 58.0 59.9
E. CoLl no Inv, 2.7 - 9,3 -
4, E, CoLl Inv. 1.4 - 0.0 0.0
E. CoLl No Inv, 1.6 - 0.0 0.0
5. E. CovLi Imv. 2.0 - 12,5 0.0
E. CoLt NO Inv, 2.0 -- 7.5 50.0
(A): NOMERO DE COLONIAS BACTERIANAS X 106, CONTADAS EN PLACA DES
PUES DE 18 HRS. DE INCUBACION A 37°C.
(B): LEUCOCITOS DE LAS CONTROLES NORMALES EN LA CANTIDAD INDICA

DA,

CADA MEZCLA DE REACCION SE LLEVO A UN VOLUMEN FINAL DE 2,0
ML. CON MEDIO DE CULTIVO TC Y SE INCUBG A 37°C DURANTE 45',
SE SOMETIS A UN CHOQUE LEUCOCITARIO Y SE PROCEDIS A CULTI-
VARSE COMO SE INDICA EN {(A),
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TABLA 4, EFECTO BACTERICIDA DE LEUCOCITOS DE PACIENTES CON
CACU FRENTE A ESCHERICHIA COLI A 45’ DE INCUBACION,
% DE INHIBICION DEBIDO A:
LES(A) NUMERO DE CELULAS
a® 0,508 j1.0a0% [1.5a0° {2,0a0° |4.0a00
11, E. CoL1 Inv, 1.8 0.0 20.9 - -- -
E. oLl no INv, 1.3 0.0 0.0 - - -
2, E. CoLl Inv. 3.1 a.0 4,7 -- - -
£, CoLt No INv, 2.6 8.3 0.0 - -- -
3. E. CoLl Inv, 2.4 1.2 25.4 - - -
E. CoLl no Inv, 2,0 - - - 17.5 7.y
4, E. CoLl Inv, 2,4 8.3 16,7 -- - -
5. E. CoLt Inv, 3.5 - - 9.0 .4 -
6. E. CoLl Inv, 3.0 - - - 30,0 36.8
7. E. CoLt Inv, 2.0 -- - - 7.0 2.5

(A): NUOMERO DE COLONIAS BACTERIANAS X 106, CONTADAS EN PLACA DES-
PUES DE 1§ HRS. DE INCUBACION A 37°C.

(B): LEUCOCITOS DE LAS PACIENTES EN LA CANTIDAD INDICADA.
CADA MEZCLA DE REACCIGN SE LLEVG A UN VOLUMEN FINAL DE 2.0
ML. CON MEDIO DE CULTIVO TC Y SE INCUBG A 37°C DURANTE 45’,
SE SOMETIO A UN CHOQUE LEUCOCITARIO Y SE PROCEDIO A CULTIVAR
COMO SE INDICA EN (A),
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TABLA 5. EFECTO BACTERICIDA DE LEUCOCITOS NORMALES FRENTE A
ESCHERICHIA COLT INVASIVA,

2 DE_INHIBICION DEBIDO A:
mestea | conroL ™| ceLas® | sero e SRS
01 5.1 65.1 - --
02 3.0 58.8 - --
03 1.4 0.0 - --
04 2.0 12.5 - -
05 1.0 67.5 | 63.7 | 62.6
06 3.7 7.7 0.0 | 763
07 2.2 1.6 0.0 0.0
08 1.4 8.0 0.0 | 350
09 2.6 0.0 0.0 0.0
10 2.1 18.6 0.0 | 1.1
1 0.8 1.6 | 20,2 8.6
12 0.4 0.0 0.0 0.0
13 0.7 0.7 0.0 0.0
14 1.3 0.0 13 | 2.6
15 0.8 52.7 23 | 25.3
16 3.5 0.0 0.0 0.0
17 3.0 7.6 6.6 0.0
18 3.4 36,0 | 4.3 | 510
19 3.2 18.0 | 250 | 27.0

{A): NUMERO DE COLONIAS BACTERIANAS X 106, CONTADAS EN PLACA DES
PUES DE 18 HRS. DE INCUBACION A 37°C.

(B8): 2X 106 LEUCOCITOS DE LOS CONTROLES NORMALES CONTENIDOS EN
LA MEZCLA DE REACCION.

(c): SUERO AUTGLOGO DESCOMPLEMENTADO EN BAROG MARIA A 56°C DURAN-
TE 30'. LA MEZCLA DE REACCIGN SE LLEVG A UN VOLUMEN FINAL
DE 2.0 ML. CON MEDIO DE CULTIVO TC v SE INCUBO A 37°C DURAN
TE 45', SE SOMETIO A UN CHOQUE LEUCOCITARIO Y SE PROCEDIG A
CULTIVAR COMO SE INDICA EN (A),
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TABLA 6. EFECTO BACTERICIDA DE LEUCOCITOS DE PACIENTES CON
CaCl FRENTE A ESCHERICHIA COLI INVASIVA,
% DE INHIBICION DEBIDO A:
nesma | conoL™® | ceLs® | suero o© | SR D

01 5.1 52.4 -- --
02 3.0 30.0 -- -
03 1.4 0.0 - -=
04 2.0 7.0 -- --
05 0.9 83.7 0.0 22,1
06 3.7 85.8 10.2 10.2
07 2-1 0.0 0.0 0.0
08 2.7 0.0 0.0 0.0
09 0.8 12.3 13.7 13.7
10 1.3 0.0 0.0 0.0
11 3.5 0.0 0.0 0.0
12 3.0 0.0 0.0 0.0

(A):

(B):

(c):

NGMERO DE COLONIAS BACTERIANAS X 106, CONTADAS EN
CA DESPUES DE 18 HRS. DE INCUBACION A 37°C.

2 X 10G LEUCOCITOS DE LOS PACIENTES CONTENIDOS EN
CLA DE REACCION.

LA MEZ

SUERO AUTGLOGO DESCOMPLEMENTADO EN BANO [ARTA A 56°C Du-
LA MEZCLA DE REACCION SE LLEVG A UN VOLUMEN
FINAL DE 2.0 ML. CON MEDIO DE CULTIVO TC Y SE INCUBO A

37°C DURANTE 45', SE SOMETIG A UN CHOQUE LEUCOCITARIO Y
SE PROCEDIG A CULTIVAR COMO SE INDICA EN (A).

RANTE 30'.
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7. EFECTO BACTERICJDA DE LEUCOCITOS NORMALES FRENTE A
ESCHERICHIA COLI INVASIVA A 70’ DE INCUBACION,

% DE INHIBICION DEBIDO A:
MESTRA CONTROL | CELULAS SUER0  JCELULAS D | CRLULAS |CELULAS
(a) (B) (c) (D) SLERD SUERD D
20 7.9 0.0 80.3 13,0 86.1 2.4
2] 60.5 78.5 97.6 5.0 98.5 74.3
2 3.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
23 3.0 9.0 63.0 0.0 0.0 0.0
24 27.6 0.0 18.9 4.7 97.7 g5.9
25 25.6 0.0 22,9 0.0 0.0 67.1
26 8.5 0.0 34.8 0.0 .9 0.0
27 .3 0.0 9.8 2.1 97.4 20.8
28 .3 7.7 %.7 4.0 97.3 n.l
{a): NUMERO DE COLONIAS BACTERIANAS X 106, CONTADAS EN PLACA
DESPUES DE 18 HRS. DE INCUBACION A 37°C,
(B): 2X 105 LEUCOCITOS ENCADA MEZCLA DE REACCIGN.
(C): SUERO AUTOLOGO A CADA MUESTRA,
(D): SUERO AUTGLOGO A CADA MUESTRA DESCOMPLEMENTADO EN BANO

MARIA A 56°C DURANTE 30'.

CADA MEZCLA DE REACCION SE LLE-

vO A UN VOLUMEN FINAL DE 2.0 ML. CON MEDIO cuLTIivo TC ¥
SE INCUBG A 37°C DURANTE 70', SE SOMETIO A UN CHOQUE LEU-
COCITARIO Y SE PROCEDIG A CULTIVAR COMO SE INDICA EN (A},
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TABLA 8. EFECTO BACTERICIDA DE LEUCOCITOS DE PACIENTES CON
CACU FRENTE A ESCHERICHIA COLI INVASIVA A 70’ DE
INCUBACION.
% DE INHIBICION DEBIDO A:
MESTRA | CONTROL CELULAS | SUERO SLERO D | CELULAS CELULAS
(A) (B) ©) D) SUERO SUERG D
i3 7.9 0.0 77.8 0.0 8.0 38.0
14 60.5 63,0 20,5 73.5 96.8 62.5
15 8.8 0.0 88.2 0.0 97.6 0.0
16 8.8 0.0 82.0 0.0 88.6 0.0
17 27.6 0.0 95.9 11.1 96.8 38.1

(A):

(B):
(ch:

(D)

NOMERO DE COLONIAS BACTERTANAS X 10°, conTapas EN PLACA
DESPUES DE 18 HRS. DE INCUBACION A 37°C.

2 X 106 LEUCOCITOS EN CADA MEZCLA DE REACCION.

SUERO AUTOLOGO A CADA MUESTRA,

SUERO AUTGLOGO DESCOMPLEMENTADO EN BAMO farRfA A 56°C pu-
CADA MEZCLA DE REACCION SE LLEVG A UN VOLU-
MEN FINAL DE 2.0 ML. CON MEDIO DE cuiLTivo TC v SE INcu-
B6 A 37°C DURANTE 70', SE SOMETIO A UN CHOQUE LEUCOCITA
RIO Y SE PROCEDIG A CULTIVAR COMO SE INDICA EN (A).

RANTE 30',
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TABLA 9, CINETICAS DEL EFECTO BACTERICIDA DE LEUCOCITOS
NORMALES FRENTE A ESCHERICHIA COLI INVASIVA,
% DE INHIBICION DEBIDO A:
Tiewe | mesTra [CONTROL [CELULAS | SUERO A | SUERO b | CELULAS | CELULAS
@ ® | © (® |SUER0 G | SUERO D
o | @ |33 | 60|50 | - | 0| -
® | L2 | B8 |04 | - 0.0 | -
3 | o6 | 25 |67 | - 00 | -
o | 18 | w6 | u5 | 206 | 22| 00
6 | L4 | 7 | 388 | W9 | 368 | w7
6 [ 13 | 252 {193 | w8 | 3.9 | a5
7 | 12 | 206 (31 | 240 | 108 | w7
' | @ | 21 [ 186 [ 00 [ -~ | Wl | -
s | o8 | w6 |02 | - 86 | -
6 | 34 | 39 | w3 | 03 | %8 | 509
v | 32 | 188 |1 | 38 | 268 | 500
o | a |uw wrlwo | - | e3] -
o | 14 |08 | 160 | =~ | 23] -
o | 83 [ 25 |51 | 77 | s21 ) o
65 § 63 [ 00 [ 00 [ 82 | w3 | 6
® |ws [ 719 64 | 24 | 62 | &2
7 | 88 | su6 |wmu | 728 | 319 | 780
0 | o | s2 |27 jwr {92 | 00| 2
s | 84 | 00 | — | BO | - 0.0
w | 6 | w»3 | 00 | | — | &5 -

LOS M1SMOS CRITERIOS PARA (A), (B), (c) Y (D) DE LAS TABLAS
CADA MEZCLA DE REACCION SE INCUBO A 37°C DURANTE LOS
TIEMPOS INDICADOS, SE SOMETI6 A UN CHOQUE LEUCOCITARIO Y SE
PROCEDIO A CULTIVAR COMO SE INDICA EN (A),

vy 8.
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TABLA 10. CINETICA DEL EFECTO BACTERICIDA DE LEUCOCITOS NOR-

MALES FRENTE A ESCHERICHIA COLI INVASIVA,

% DE INHIBICION DEBIDO A:
TIBF0 CONTROL | CELULAS | SUERD SUERO D | CELULAS [ CELULAS
(a) (B) © ()] SUERO  § SUERO D
20° 13 4,2 1.8 19,3 4.5 31.8
us5* 3.4 35.9 30,3 40.3 %.8 %0.9
70 4.8 71.9 72,4 65.8 62.6 66.2
P’ 9.8 0.0 0.0 0.0 27.8 0.0

(A):

(B):

(c):

(p);

NOMERO DE COLONIAS BACTERIANAS X 10%, conTADAS EN PLACA
DESPUES DE 18 HRS., DE INCUBACION A 37°C,

2x 106 LEUCOCITOS EN CADA MEZCLA DE REACCION,
SUERO AUTOLGGO A CADA MUESTRA.

SUERO AUTOLGGO A CADA MUESTRA DESCOMPLEMENTADO EN BANO A
RIA A 56°C DURANTE 30', CADA MEZCLA DE REACCIGN SE LLE-
VO A UN VOLUMEN FINAL DE 2.0 ML. CON MEDIO DE CULTIVO TC
Y SE INCUBS A 37°C DURANTE LOS TIEMPOS INDICADOS, SE SOME
T16 A UN CHOQUE LEUCOCITARIO Y SE PROCEDI0 A CULTIVAR CO-
MO SE INDICA EN (A},
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“YABLA 11. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA EN LEUCOCITOS
DE PACIENTES CON CACU,

MUESTRA PROTEINA (A) yE ®
01 BU.2 3,1
02 15.7 12.0
03 47.4 5.4
06 18.3 7.0
07 56.3 5,3
08 139.3 7.9
09 71.1 2.5
10 96.0 9.8
1 95.0 16,3
12 52.5 8.8
14 86.9 4,1
15 73.0 2.4
16 62.6 9.1
7 102.6 4.8
18 19.4 6.9
19. 35,1 . 18.2
20 55,7 18.8
21 46.1 6.2
22 13.3 13.5
23 135.6 5.0
X 64,3 8,3
. 36,6 5.0

(A):  CONCENTRACION DE PROTEINA DETERMINADA POR EL METODO DE
LOWRY EXPRESADA EN UG DE PROTEINA/Q.5 X 106 LEUCOCITOS,

(B): ACTIVIDAD ENZIMATICA DETERMINADA POR EL METODO DE LA O-
DIAMISIDINA EXPRESADA EN UNIDADES ENZIMATICAS (UE).

UE CANTIDAD DE ENZIMA NECESARIA PARA PRODUCIR UN CAMBIO DE
0.1 EN LA DENSIDAD OPTICA RESULTANTE BAJO LAS CONDICIONES
DEL ENSAYO.
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TABLA 12, DETERMINACION LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN LEUCOCI-
TOS NORMALES.

MUESTRA pRoTEINA A uE ®
06 97.7 5.8
07 100.7 3,0
09 65 1 3,2
10 85,9 6.8
1 71.1 5.4
12 77.0 6.3
13 68.0 3.3
14 107.5 7.1
15 116.0 13.8
16 51.2 8.7
17 131.2 2.4
18 25.0 1.6
19 52.5 8.2
20 117.3 2.3
22 40.6 4.9
23 57.3 5.6
2% 66.7 4,5
25 85.9 2.7
2% 59,1 7.1
27 83.4 4.7
28 31.3 10.9
29 27.8 5.7
30 25.4 5.1
31 81.2 9.7
32 66.2 3.1
X 71.6 6.2
G 20,7 3.4

(A): CONCENTRACION DE PROTEINA DETERMINADA POR EL METODO DE
LOWRY EXPRESADA EN UG DE PROTEINA/Q0.5 X 10OLEUCOCITOS,

(B): ACTIVIDAD ENZIMATICA DETERMINADA POR EL METODO DE LA 0-
DIANISIDINA EXPRESADA EN UNIDADES ENZIMATICAS.
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TABLA 13, CUENTA DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS DE PACIENTES CON

caCu.
CUENTA TOTAL CUENTA PORCENTUAL
MUESTRA|L.CAP| L N L {r |n E | | &
0 110600 J2332 7901 2 75 0 1 1 2
@ (1186 (2136 7238 18 6l § 13 0 o
B 3685 847 204 | 23 5% 112 8 0 1
o 2600 1% 2 366 6 9 2 1 0 0
1) 2859 486 1458 ¢ 17 51 6 3 1 2
B (12435 {4725 694} 38 5% 3 2 0 1
o7 3857 810 2661 21 69 8 2 0 0
o 47211125 331 7 72 1 0 0 0
09 3059 11071 1981 35 &4 1 0 0 0
10 5383 |12 39831 74 0 0 0 2
11 5383 |2 007 2207 | 4 41 1 1 1 3
1z 558 | 3016 21831 4 E) 6 1 0 1
1y 27% 627 2021} 23 76 0 0 1 0
16 7647 | 383 309 ] 50 40 5 2 0 3
is 537311612 3351 30 63 3 2 1 1
X 5852 | 1808 356 (29 &2 4 4 0.3 1
I 3307 {134 2111.5) 14 15 |35 ) 0.4 1
L.T. = LEUCOCITOS TOTALES Bs = BASOFILOS
= LINFOCITOS Bn = BANDAS
= NEUTROFILOS % = MeDIA
M = HMonoclTos G = DESVIACION ESTANDARD

E = EOSINOFILOS
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TABLA 14,  CUENTA DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS DE DONADORAS NOR-
MALES,
CUENTA TOTAL CUENTA PORCENTUAL

FUESTRAL. T /] L N L Nofm | E |Bs | By
6 8046 41mB (378 51 u7 1 0 0 1
o7 7186 158 467l 2 65 3 3 0 3
13 5850 1872 |33 2 8 4y 5 1 0
48] 3391( 1187 {2000 35 59 2 1 0 3
1 67831 4205 |23/ 62 35 1 1 0 1
12 59181 3 4@ |1953 59 3 2 6 0 0
13 9310) 4283 {493 us 53 0 0 1 0
i 40831 358 409 88 10 1 1 0 i}
15 6916 1383 |5 187 20 75 3 0 0. 2
7 2726) 1499 118 55 41 3 0 0. 1
18 8 113| b3 (2677 66 33 1 0 0 0
19 4 987 K7 {3790 2 76 2 2 0 0
20 7182 4955 2226 69 31 0 0 0 0
21 8771 2178 |6u46 25 74 1 0 0 0
24 17% Wy 11221 27 68 3 2 0 0
26 5786 283 |2713 50 uz7 3 0 0 0
27 6850f 1849 |4589 27 o7 3 2 0 1
28 6916) 3250 |318] u7 U6 3 2 1 1
29 5635 1676 |4130 28 69 0 2 0 1
0 400l 278 | 1452 82 33 i 0 4 0
3 10760] 6 h56 4089 80 k] 2 0 0 0
R 4103] 1517 {2173 %7 53 4 4 2 0
3 6583] 3291 [3083 50 L7 2 0 0 0
34 4788] 3160 |1340 66 28 2 2 0 2
X 6132 280 |3039 i 1] 2 1.3 |04 0.7
G 2116) 152 |15 20 7 {15 ] 15 |08 0.8
L.T. = LEUCOCITOS TOTALES Bs = BASGFILOS
L = LINFOCITOS BN = BANDAS
N = NEUTRGFILOS -
M = MONOCITOS X = HMEDIA
E = EOSINGFILOS 0 = DESVIACIOGN ESTANDARD
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DISCUSTON,

BASADOS EN ESTUDIOS ANTERIORES, EN DONDE SE HAN OBSERVADO DI-
VERSAS ALTERACIONES EN LOS LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA EN
PACIENTES CON CANCER CERVICO UTERINO, SE ABORDO EL ESTUDIO DE
LAS INTERACCIONES DE LA RESPUESTA INMUNE INESPECIFICA, BUSCAN
DO DEFECTOS ENZIMATICOS O CELULARES QUE NOS PERMITIERAN AUMEN
TAR NUESTRO CONOCIMIENTO SOBRE LA RELACION QUE EXISTE ENTRE
LA RESPUESTA INMUNE Y EL DESARROLLO DE UN TUMOR,

L0S LEUCOCITOS PMNS SON LAS CELULAS QUE SE ENCUENTRAN EN MAYOR
NGMERO EN LA CIRCULACION SANGUINEA Y FORMAN PARTE DE LA RES-
PUESTA INMUNE INESPECIFICA, LO CUAL CONSTITUYE UNA DE LAS PRI-
HERAS BARRERAS DE DEFENSA PARA LA ELIMINACION DE MICROORGANIS-
MOS Y CELULAS EXTRARAS AL INDIVIDUO, POR ELLO, Y CON EL FIN

DE CONOCER MAS ACERCA DE LA FUNCION DE LOS LEUcOCITOS PHMNS, SE
MONTG UN MODELO IN VITRO PARA ESTUDIAR EL EFECTO QUE TIENEN £S
TOS, SOBRE EL CRECIMIENTO BACTERIANC Y EL QUE TIENEN EN PRESEN-
CIA O AUSENCIA DE SUERO AUTSLOGO. ADEMAS, CON EL MISMO FIN, SE
DETERMINO LA CONCENTRACION DE PROTEINA DE LOS LEUCOCITOS DE PA-
CIENTES CON CANCER CERVICO UTERINO Y LA ACTIVIDAD DE PEROXIDASA
EN RELACION A LA CONCENTRACIGN DE PROTEINA ENCONTRADA,

AL ESTUDLAR EL SISTEMA DE PROXIDACIGN, IN VITRO, LIBRE DE CELY
LAS CONSITUIDO POR PEROXIDASA DE RABANG, H202 y €17, SE VERIFL
CARON LAS CONCENTRACIONES DE CADA COMPONENTES DEL SISTEMA QUE
HAN SIDO REPORTADAS POR DIVERSOS INVESTIGADORES {CLARK, KLENOFF,
ETC.). ESTAS CONCENTRACIONES FUERON ADECUADAS PARA OBSERVAR EL
EFECTO QUE SOBRE EL CRECIMIENTO BACTERIANO TIENE EL SISTEMA DE
PROXIDACION EMPLEADO, BAJO LAS CONDICIONES EMPLEADAS EN CADA EN
SAYO,
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EL EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO BACTERIANC QUE TIENE EL SISTE-
MA DE PEROXIDACION FUE MAS MARCADO SOBRE LA CEPA DE E._CoL! NO
INVASIVA, LO CUAL PODRIA SER UN REFLEJO DE LA SENSIBILIDAD
BACTERIANA IN VIVO FRENTE A LAS CELULAS FAGOCITICAS.

ADEMAS, KLEBANOFF Y COLABORADORES HAN DESCRITO QUE EL H202 A
BAJAS CONCENTRACIONES TIENE UN EFECTO BACTERICIDA POR SI SOLO,
QUE ES TANTO MAS INTENSO COMO MAYOR ES LA CONCENTRACION. Ast
EN EL PRESENTE TRABAJO EL H202 MOSTRO UN EFECTO BACTERICIDA POR
ST SOLO A LAS CONCENTRACIONES EMPLEADAS EN CADA ENSAYO, SIENDO
MAYOR EL EFECTO SOBRE LA CEPA DE E. COLI NO INVASIVA, LO AQUE
APOYA LO ANTERIORMENTE DICHO,

AL TRATAR DE ENCONTRAR LAS CONDICIONES GPTIMAS, EN CUANTO AL NO
MERO DE CELULAS Y TIEMPO DE INCUBACIGN, SE ESCOGIG UNA CONCEN-
TRACION DE 2,0 x 100 cELuLAS como LA ADECUADA, YA QUE AL PROBAR
ESTE NOMERO DE CELULAS SE OBSERVG UNA INHIBICIGN MAS APARENTE
CON ASPECTO A LA PRODUCIDA A OTRAS CONCENTRACIONES CELULARES.
ADEMAS, DESPUES DE HABER SOMETIDO A LAS CELULAS A VARIOS PERIQ
DOS DE INCUBACION SE TOMO 45‘ v 70’ comMO LOS MAS ADECUADOS,

SIN EMBARGO, DESPUES DE HABER REALIZADO UNA SERIE DE EXPERIMEN
TOS CON LAS CONDICIONES ELEGIDAS CON LAS CELULAS DE LAS PACIEN
TES Y DE LOS CONTROLES NORMALES, NO SE ENCONTRARON DIFERENCIAS
BIEN DEFINIDAS, DEBIDO A QUE HUBO UNA GRAN VARIACION EN EL COM
PORTAMIENTO DE LAS CELULAS DE LOS CONTROLES NORMALES, NO OBS-
TANTE, A PASAR DE ELLO, SE OBSERVG QUE EL SISTEMA DE PEROXIDA-
CIGN LIBRE DE CELULAS TIENE UN MENOR EFECTO SOBRE EL CRECIMIEN
* TO BACTERIANO EN RELACION AL QUE TIENE PARTICIPACIGN CELULAR,
LO QUE SE ESPERABA DEBIDO A QUE EXISTEN GRAN CANTIDAD DE FACTQ
RES QUE PUEDEN ESTAR INVOLUCRADOS EN EL SISTEMA CON PARTICIPA-
CI6N CELULAR., TALES FACTORES INCLUYEN LAS SUSTANCIAS CON PRO-
PIEDADES BACTERICIDAS YA PRESENTES EN EL LEUCOCITO, COMO SON
LA LACTOFERRINA Y LISOZIMA O AQUELLAS QUE SON ELABORADAS DURAN
TE LA FAGOCITOSIS COMO SON EL H202, OH v 02'1
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ADEMAS, AL AGREGAR EL SUERO AUTOLOGO AL SISTEMA CON PARTICIPA-
CION CELULAR, SE INVOLUCRA UN MAYOR NUOMERO DE FACTORES EN LA
DESTRUCCION BACTERIANA, COMO SON LAS INMUNOGLOBULINAS Y EL COM
PLEMENTO, FACILITANDO DE ESTA MANERA LA INKIBICION DEL CRECI-
MIENTO BACTERIANO POR EL SISTEMA. POR OTRO LADO, ERA DE ESPE-
RARSE QUE AL DESCOMPLEMENTAR EL SUERO AUTOLOGO SE PERDIERA EL
EFECTO CON RESPECTO AL DEL SUERO AUTOLOGO ACTIVO.

AL ESTUDIAR EL COMPORTAMIENTO DE E. COLI INVASIVA A DIFEREN-
TES TIEMPOS DE INCUBACION, SE ENCONTRG QUE LA INHIBICION DEL
CRECIMIENTO BACTERIANG LLEVADO A CABO POR CADA UNO DE LOS PARA
METROS ESTUDIADOS TANTO EN PACIENTES COMO EN NORMALES FUE BIEN
MANIFESTADO AL IR AUMENTANDO EL PERIODO DE INCUBACION. SIn EM
BARGO, DESPUES DE L0S 70’ DE INCUBACION LA BACTERIA EVADE EL
EFECTO QUE TIENE CADA UNA DE LAS VARIABLES SOBRE ELLA PARA SE-
GUIR SU REPLICACION NORMAL. ELLO, NOS SUGIERE QUE DEBE DE HA-
BER UNA RELACION BACTERIA/CELULA TAL QUE PERMITA OPTIMIZAR EL
NUMERO DE CELULAS PARA QUE SEA CAPAZ DE INHIBIR EL DESARROLLO
BACTERIANO A CIERTO PERIODO DE TIEMPO. DE TAL MANERA QUE AL
ESTAR EN DESEQUILIBRIO LA RELACION BACTERIA/CELULA, LA BACTE-
RIA EN CIERTO PER1ODO DE TIEMPO EVADE EL EFECTO QUE SOBRE ELLA
TIENEN LAS CELULAS Y PROSIGUE SU PROLIFERACION,

EN CUANTO A LA DETERMINACION DE PROTEINA Y ACTIVIDAD ENZIMATI-
CA DE PEROXIDASA, NO SE ENCONTRARON DEFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
ENTRE EL GRUPO DE PACIENTES CON CANCER Y EL DE LOS CONTROLES
NORMALES. SIN EMBARGO, ALGUNAS PACIENTES MOSTRARON CONCENTRA-
CIONES FUERA DE L0s LIMITES HORMALES., Lo MISMO SUCEDIS EN RE-
LACION A LAS CUENTAS DIFERENCIALES, YA QUE NO SE ENCONTRO DIFE
RENCIA SIGNIFICATIVA ENTRE EL GRUPO DE PACIENTES Y EL DE LOS
CONTROLES NORMALES, ALGUNAS PACIENTES MOSTRARON TAMBIEN DATOS
FUERA DE LOS VALORES NORMALES, OBSERVANDOSE LEUCOPONIA, LINFO-
PENIA Y EOSINOFILIA COMO HA SIDO REPORTADO EN ESTUDIOS ANTERIQ
RES DE PACIENTES CON CANCER CERVICO UTERINO,
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Asl, EN ESTE TRABAJO SE INICIO LA BUSQUEDA DE LAS CONDICIONES
ADECUADAS DE UN SISTEMA QUE NOS PERMITA EL ESTUDIO DE LA FUN-
CIONALIDAD FAGOCITICA Y CAPACIDAD ENZIMATICA DE LOS LEUCOCI-
705 PMNS DE PACIENTES CON CANCER CERVICO UTERINO, Y TAL VEZ,
EL ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD DE DICHAS CELULAS EN PACIENTES
CON ALGUNA OTRA ENFERMEDAD DONDE QUEDA SUPONER ALTERACIONES
EN LA RESPUESTA INMUNE INESPECIFICA EN GENERAL O DE LA FUNCION
DE LOS PMNS EN PARTICULAR. \

POR LOS RESULTADOS OBTENIDOS SE CONSIDERA QUE PARA PODER VERI-
FICAR LA PARTICIPACION DE LOS LEUCOCITOS PMNS EN EL MODELO ES~
TUDIADO SE REQUIERE PURIFICACION DE LAS CELULAS PARA PODER ES-
TABLECER ADECUADAMENTE LAS DIFERENCIAS, SI ES QUE LAS HAY, EN-
TRE LOS DATOS DE LOS PACIENTES CON CANCER Y AQUELLOS DE LOS CON
‘TROLES NORMALES,
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CONCI USTONES

1,

EL SISTEMA DE PEROXIDACION UTILIZADO, FUE EFICAZ PARA EL CON
TROL DEL CRECIMIENTOS BACTERIANO A LAS CONDICIONES EMPLEADAS
EN CADA ENSAYO,

LA CEPA BACTERIANA DE E. COLI NO INVASIVA ES MAS SENSIBLE
QUE LA OTRA CEPA (E. €OLI INVASIVA) AL EFECTO PRODUCIDO POR
EL SISTEMA DE PEROXIDACION CONSTITUIDO POR PEROXIDASA DE RA-
BANO H202-CI' BAJO LAS CONDICIONES DE ENSAYO.

AL ESTUDIAR, ‘IN_VITRO, LA FUNCION DE LOS LEuCOCITOS PMNs EN
RELACIGN A SU CAPACIDAD FAGOCITICA Y/0 CITOTOXICA EN PRESEN
C1A O AUSENCIA DE SUERO AUTOLOGO, NO SE ENCONTRG DIFERENCIA
ENTRE EL CONTROL QUE SOBRE EL CRECIMIENTO BACTERIANO TENIAN
LAS CELULAS DE PACIENTES CON CAHCER Y LAS DE LOS CONTROLES
NORMALES .

EL SISTEMA DE PEROXIDACION LIBRE DE CELULAS TIENE MENOR EFEC
TO SOBRE EL CONTROL DEL CRECIMIENTO BACTERIANO EN RELACION
AL QUE TIENE AQUEL DONDE SI HAY PARTICIPACION CELULAR,

LAS CELULAS Y SUERO DE tOS CONTROLES NORMALES EJERCEN POR

sT sOLOS EN MAYOR EFECTO A LOS 70’ DE INCUBACION, ESTE EFEC
TO NO SE POTENCIALIZA AL MEZCLAR AMBOS EN UN SOLO TUBO MEZ-
CLA DE REACCION,

LA CONCENTRACION DE MPO EN LOS LEUCOCITOS DE PACIENTES CON
CANCER ES SEMEJANTE A LA DE LOS LEUCOCITOS DE LOS CONTROLES
BAJO LAS CONDICIONES DEL ENSAYO.

No HUBO DIFERENCIAS COMO GRUPO EN LAS CUENTAS DIFERENCIALES
DE LOS LEUCOCITOS DE PACIENTES CON CANCER Y LAS DE LOS CON
TROLES NORMALES.
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