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INTRODUCCION

Jas primeras enfermedades en las cuales fué reconocida =
la importancia de un potencial inmunoldgico adecuado fueron -
aquellas relacionadas con un agente infeccioso y as{ se vif -
la necesidad de que existiesen " defensas " cont‘ra. dichos -
agentes patégenos.. Conforme mfs se ha ido aprendiendo sobre
el sistema inmune, muchas mfs enfermedades de distinta {ndole
se afladen a la lista. de aquellas en donde dicho sistema parti
cipa en la etiopatogenia. El C4ncer Cérvico Uterino ( CaCU )
se considera una enfermedad donde el sistema inmunolégico Jus
ga un papel importsmte ( 21,32 ).

Deade un punto de vista clinico, el tumor surge de la =
transformacién de una célula normal en otram que carece de los
mecanismos de control normal sobre el crecimiento y diferenme
ciaeidn celular. E1 carcinoma es un tumor derivado de tejide
epitelial, que puede ser benigno o maligno y alcansar su -‘xg._
ma expresién cuando hay metdstasis. EL CaCU se extiende por
contiglidad y las met4stasis mfs frecuentes son a vejiga y -
recto ( 13,24 ).

Dentro de las ciencias relacionadaa con la investigaeién
del Cédncer se encuentran la Inmunologfa, debido a que las cé=
lulas tumorales son antigénicamente extrafias y por lo tanto =
son capaces de despertar una respuesta inmune,

Bn ¢l Departamento de Inmunologfa de la B.N.C.B. 3¢ ha =
enfocado la atencién hacia esta enfermedad, estudiando diverw
s08. par{metros de la respuesta inmune. Se sabe que en el Ca
CU hay linfopenia y leucopenia, disminucién en el porcentaje
de linfoocitos T totales y elevacién en el porcentaje de linfo
citos B ( 1,12,30 )« Hay estudios citoquimicos que indican =



deficiencia intracelular de N-acetil-g-glucosaminidasa, as{
coxo de p-glucoronidasa y Mieloperoxidasa ( 5,6,10 ). Ademés
se ha abordado el estudio de diversos pardmetros de inmunidad
celular ( 12 ) y humoral, entre los cuales 86 pueden MeNnciOwm
nar la determinacidén de complejos inmunes circulantes en sane
gre periférica ( 2,30 ). Dichos estudios intentan hacer mds
evidente una posible relacidn de las condiciones de la Tes——-
puesta inmune con la evolucidn oclfnica: y 1a respuesta al tra-
tamiento que reciben las pacientes,

Dentro de la respuesta immune los mecanismos efectores =
de la inmunidad celular juegan un papel importante. Bsta ra-
ma de la inmunidad estf{ representada por los linfocitos T que
se originan er la médula osea y maduran en el timo, para desw
puds localizarse en sangre y en los 6rganos linfoides. Cuane
do hay estimulacién por un antigeno tumoral empiezan a divie
dirse y a gemerarse diversas subpoblaciones de células, entre
las que se encuentran células cooperadoras y/o inductoras =
( ¢4 ), células supresoras y/o citotéxicas ( CD8 )} y células
efectoras ( CD3 ) capaces de producir factores solubles cono—
cidos en el nombre gendrico de linfocinas. Por supnesto que
existe una red de interacciones entre estas células y los ma-
créfagos, polimorfonucleares y linfocitos B, ademfs de otras
células ( 8,9,11,26 ).

Ja activacidn de los linfocitos B resulta eém la produce
c¢idén de anticuerpos. Ios anticusrpos pueden jugar cierto pa~
vel en el ataque del sistema inmune contra los tumores de ori
gen linfoide mfs no se ha demostrado que sean un factor impoxr



tante en el control de tumores séiidos. Por el contrario; -
pueden generarse situaciones que inclumo provocan el desarro-
1lo del tumor, como por ejemplo lo que se conoce como facilie
tacién inmunolégica ( 8,21,27 ).

Puesto que la respuesta inmune inespeci{fica puede tener
gran importancia en el control inicial de un tumor, decidimos
emprender su estudio, utilizando un modelo de conirol del cre
cimiento bacteriano por elementos celulares y humorales de ra
clentes. con CaCU.

CANCER DEL CERVIX

A), Consideraciones generales.

Bl cdncer del cuello uterino es el proceso maligno que -
ocupa 81l tercer lugar por frecuencig de neoplasias en el sexo
femenino de paises subdesarrollados, despuds del cancer mamae
rio y endometrisl. Alrededor del 2% de las mujeres mayores -
de 40 afios lo desarrollan. La edad promedio es de 45 afios, -
pero pueden aparecer a los 20 afios o en el embarazo. Cuando
se detecta a tiempo, el 95% de las enfermas con carcinoma ine
cipiente pueden ser curadas ( 13,22 ).

Rl carcinoma de células planas constituye el 87% de los
casos de neoplasia epitelial maligna, en tanto que el adenvww
carcinoma mixto el 13%¢

B) Epidemiologfas

las causas se desconocen, pero se reconocen factores pre
disponentes. lLa actividad sexual se ha analisado en estudios
como el realizado por Rotkin y Cameron quienes revisaron un



grupo de 120 variables estad{sticas asociades al cénoer y con
cluyeron. que el coito a una edad temprana constituye un £aCe
tor muy significativo. Otros factores adicionalments imporew
tantes son los aspectos sociolégicos, la pobreza e ignorancia
( 28 ),

Ia edad del primer embaraZo correlaciona con estados pre
cancerosos cuando ocurre antes de los 20 afios. Bl nfmero de
embarazos incrementa la proporcién de riesgo. Ademds existen
factores del compafiero como el esmegma que se encuentra en el
pene y que se convierte en un agente carcinfgeno cuando no -
hay higiene genital. El CaCU es cuatro veces mayor entre «
prostitutas que en otras mujeres ( 15,18 ).

Otros factores que intervienen son el estrato socioecond
mico bajo, falta de higiene y educacién. Ias personas que em
plean anticonceptivos orales tienen una proporcién més alta =
de lesiones precancerosas que pacientes que emplean diafragma
como controls. Adicionalmente es necesario sefialar que hay =
una probadle asociacién entre el herpes virus simple tipo 2 y
el carcinoma escamocelular ( 18 ).

C) Patologia.

Bl CaCU es un proceso de lenio desarrollo que puede CO=w
menzar como una displasia con progresidn gradual por varios -
afios hasta llegar a la forma preinvasiva " carcinoma in situ?
El 90% del carcinoma del cérvix se desarrolla en las capas =
intraepiteliales. Esta forma preinvasiva en la mayorfa de
las mujeres permanece estitica por otros 7 a 10 afles, pero -
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puede extenderse, afectando zonas nds grandes del epitelio es
camoso y columnar ( 13,22,24 ),

Cuando invade el estroma cervical { estadfo IA )y consti
tuye un proceso localizado, siempre que no haya pruebas histg
patolégicas de afeccién al espacio vascular. La penetracién
mds allf suele correr el riesgo de met{stasis linf{tica o he-
matégena. Bl tumor tambidn se disemina por extensién directa
al parameirio, donde puede comprimir los ureteres y llegar a
producir la muerte por uremia. Las cdlulas tumorales tambdién
pueden ser transportadas a los gdnglios linfdticos, pélvicos,
obturadores, iliacos externos y sacros.

El carcinoma de células escamosas, limitado al cuello- =
uterino, afecta los génglios linfdticos regionales de la pel—
vis en 15 - 204 de los casos. Cuando el céncer afecta el pa~
rametrio ( fase IIB ), Se pueden encontrar cédlulas tumorales
en los gfnglios linfdticos pélvicos en 30 — 40% y los génglics
paraadrticos casi en 10% de los casos. Los gdnglics paraadre
ticos estdn afectados en el 45% de paclentes en fase IXI -
( 22,24 ).

D) Btapas clfnicas.

BEs imporitante evaluar la extensidn de la enfermedad con
el f£in de hacer el diagnéastico; establecer el pronfstico y el
tratamiento, as{ como para evaluar los métodos terapéuticos.

Ia clasificacién mis usada es la de la Pederacidn Inter
nacional de Ginecologfa y Obstetricia ( FPIG0 ) ( 13,24 ).



CLASIPICACION INTERNACIONAL DEL CANCER DEI CERVIX

Careinoms preinvasivo.

Estadfo O

Carcinoma " in situ ", carcinoma -intraepitelial,

Carcinoma invasivo.

Estadfo I
IA
1B

Batadfo II
IIA
118

Batadfo III

IIIA

IIIB

Estadfo IV

IVa
IVB

Carcinoma estrictamente circunscrito al cérvix
( se descarta la extensidn al cuerpo uterino ).
Carcinoma microinvasor ( invasién temprans del
estroma ).

Otras formas del eatadfo I.

E1l carcinoma. se:attiende mds all4 del cérvix, -
pero no ha alcanzado la pared pélvica. Afecta
la wagina pero no alcanza el tercio inferiowm.
Sin afectar parameirics.

Hay afeccién de parametrios.

Bl carcinoma se ha extendido sobre la pared =
pélvica. A 1a exploracién rectal no existe es=
pacio libre entre el tumor y la pared pélvica
0. s8¢ ha: afectado el tercio inferior de la vagi~
na. EBExiste hidronefrosis o un rifin no funcio-
nal,

No hay extensidn de pared pdlvica. Hay afec-i-
cién vaginal ineluyendo el tercio inferior.
Hay extensién del tumor a pared pélwica, hidro-
nefrosis o ambos.

Bl carcinoma se ha extendido m4s alld de 1a pélL
vis, invade la mucosa de la vejiga urinaria o =
al recto.

Diseminacién hacia Srganos adjuntos ( recto o —
vejiga ).

Diseminacién a Srganos distantes.

Clasificacién aprobada por la Pederacién Internacional de
Ginecologfa y Obstetricia ( PIGO ) ( 13,24 ).



B) Cuadro clinico.

EY sangrado intermensirual constituye el simtoma mds fre
cuente del cdncer invasar y puede tomar forma de leucorres -
sanguinolenta o purulenta, fétida y que ocasioma prurito. 21
dolor pélvico, unilateral e irradiado a cadera o muslo es ma-
nifestacidn de enfermedad avanzada, con la pérdida involunta-
ria de orina y heces.( sfntomas terminales de la enfermedad ).
Por la pérdida aguda de sangre puede haber anemia en la etapa
X

Bl estadfo IA no provoca sintomas, perc & medida que 1a
enfermedad progresa se manifiesta. Bl cdncer infiltrante pro
duce un desarrollo exofftico con sangrado, adquiriendo un ag-
pecto de coliflor en la parta cervical. Ia ulceracidn pueds
ser manifestacién primaria de carcinoma invasivo, que al pro-
fundizar se necrosa, formédndose bordes endurecidos de superfi
cie f4cilmente sangrante. Al final, la infiltracién extensa
a 'Ios parametrios produce un engresamiento nodular de los 1li-
gamentas uterosacres y cardinales con la pérdida resuliante
de 1a movilidad y fijacidn del cérvix ( 13,22,24 ).

¥) Datos de laboratorio.
1.~ Batudio de frotis ( Papanicolan ).
2.~ Biopaia.
3.~ Colposcopiae
4.~ Diagnéstico difereneial ( 22,24 ).

G) Tratamiento.



Radioterapia. Ia dosis varfa entre 5000 a 6000 rads con
G(’(:o administradas en 4 a S5 semanas y 1 6 2 aplicaciones de =
radium intracavitario ( 20,33 ).

Quimioterapia. ILa. Doxorrubicina, Bleomicina y Cisplatiw=
no son muy activos contra el cdncer de células planas del cue
1lo uterino. BEn las lesiones con potencial bajo de curacién
( eatadfos III y IV ) se agrega la quimioterapia a la radiote
rapia ( 20,33 ).

H) Pronéstico.

Ios factores que deben considerarse sont

- Bdad de la enferma. ILos tumores anapldaicos mds [:¥- L 21
sivos se encuentiran en mayor frecuencia en las mujeres jévew
nes. ILa3 do mayor edad estdn mds aptas para albergar tumores
malignos de lento crecimiento bien diferenciados.

-- Estado f£{sico general. ILa muerte por enfermedad intexr
ocurrente es més frecuente en enfermas que tiemen graves enfer
medades crénicas; por ejemplo diabetes, cardiopatia o nefropa
tfa. Ia obesidad impone gran desventaja volviéndola mfs aiff
cil.

=~ Estado sociceconémico. ILas enfermas que son de muy es
casos recursos econfmicos generalmente tienen la enfermedad -
en etapa més avanzada cuando son diagnosticadas por primera -
veg, respondiendo menos bien a la terapbutica.

- Caracterfsticas macroscépicas del cdncer. Los tumores
exof{ticos o papilares ( aspecto de coliflor ) se observan en
una etapa clinica mds temprana que los tumores endofiticos =

( 8,21,33 ).



PUNDAMENTO DBL TEMA

Ias funciones de inmunidad en el ser humano requieren de
un sistema linforreticular, que incluye células que se locall
zam en médula osea, amigdalas, timo, gdnglios linfdticos, pla
eas de Peyer y bazo, distribuyéndose por via linfdtica y hema
t6gena en los tejidos de aparatos y sistemas ( 32 ).

Cuando se provoca la activacién de dichas células por un
material extrafio se presentan una serie de fendmenos humoram
les y celulares que conatituyen la respuesta inmune inespecie
fica y especificae. Ia respuesta inmune inespec{fica incluye
fagocitosis, produccién de interferén, accibn del complemento,
etc., en el proceso de inflamacién y es 1o que 3e genera ini-
cialmente ( 17,32 ).

Despuds del contacto con un material extrafio, el huésped
presenta diversos mecanismos efeotores que incluyen accién a1
recta de diversas células ( citotoxicidad ) as{ como la libe-
racifn de productos sintetizados por las mismas { linfocinas )
y factores sé8ricos solubles conocidoa con el nombre genérico
de anticuerpos. Enire los componentes celulares S5 €NCUOINmeewn
tran las células fagoc{ticas ( macréfagos y polimorfonuclege
res ) quienes participan eliminando a bacterias intracelula~
res, asf{ como en los procesos de degradacién de particulas in
fecoclosas y de descamacidén ( 26,27 ).

Bostas células fagocf{ticas reconocen material exkrafic al
cusl son atraidaas por quimiotaxis y son estimuladas a fagoci-
tar por algunas linfocinas como el facter inhibidor de la miw
gracién ( MIF )}, factor activador de macrdfagos ( MAP ) y op—
soninas ( 26 ).. Una vez que Se ha producido la endocitosis -
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ocurre una desgranulacién activa en el interior de las céluww
las con la participacién de procesos quimicos microbicidas in
dependientes y dependientes del oxfgenmo. Destaca entre estos
Gltimos la formacién del sistema haluro-perdxido de hidrégemo
que tiene potente actividad microbicida y que junto con la ag
cién de 1a mieloperoxidasa ( MP0 ) alteran e interfieren en =
muchos de los sistemas biolégicos del agente agresor causando
su muerte ( 3,16,17 ).

En cuanto a las enfermedades neoplésicas se refiere,. el
sistemsa inmune cuenta con lo que se comoce como ™ Vigilancia
Inmunolégica " que se postula como un mecanlsmo segin el oual
la inmunidad celular tiene entre sus funciones fundamentales
el reconocer y destruir a las células tumoralea que expresan.
marcadores no propios como son los neoantfgenos. Se dice que
normalmente este sistema de vigilancia inmunolégica reconoce
y reacciona contra dichos ant{genos antes de que 1la masa tumo,
el obtenga un tamafio critico mds alld del cual este mecanis-
mo de control serfa ineficaz ( 2,21 ). )

Aunque la respuesta de tipo celular es la que esti direc
tamente involucrada en los mecanismos que integran la vigilan
cia inmunolégica como sistema de eliminacidn de células tumo-
rales, tanbién es importante destacar el papel del linfocito
B que &l iransformarse en célula plasmftica participa com la
produccién de anticuerpos ( Igd e IgM ). No obstante, la pre
sencin de 8atos anticuerpos no guarda relacién directa con -
una buena evolucién del hudsped. M4s afin; frecuentemente es—
tos anticuerpos recubren a las células tumorales sin causar~w
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les daflo y evitan su accesibilidad a los linfocitos T u otras
células citotéxicas que si serfan efectivas, lo.cual 44 como

resultado la evasidn de la respuesta immune por parte de la -
célula tumoral y la facilitacién para su desarrolio ( 8,2% )¢

Ademds las células tumorales tambidn se incluyen entre =
ung variedad de células blanco que son susceptibles al siste
ma haluro-perdxido de hidrdgeno cuando se combina con las pe-
roxidasas. Bntre las peroxidasas que muesiran tener activi-e
dad tumoricida se encuentra la mieloperoxidasa ( peroxidasa -
de neutrdfilos y monocitos ) y la peroxidasa de eosinéfilos -
( BRO ) ( 14,23,31 ).

Ias células fagociticas tienen funciones importantes en
la inmunidad inespec{fica y especi{fica y se ha observado que
la eficacia de la citolisis " in vitro " de las células tumo~
rTales aumenta por la presencis de linfocitos activados o de =
linfocinas que activan a los macréfagos ( 9,12 ). Xa fagooi-
tosls y fenémenos relacionados pueden ser importantes para la
eliminacidn de células aberrantes, y es por ello que conside=
ramos importante el efectuar un estudio de la funcionalidad -
de los polimorfonuoleares en personas que sufren la presencia
de un tumor, como es el caso de pacientes con cdncer cérvico
uterino, donde suponemos que pueds haber alteracién en la Teg
puesta inmune inespecffica. Bl estudio de elinminacién se ha
realizado empleando células bacterisnas y buscando COTTelame
cién con la funcifn integral de elementos celulares { células
fagociticas y linfocitos ) con o sin la presencia de suero, =
de tal manera que refleje en forma mds cercana la funcifn -



® in vive ".
Para la determinacidén de la actividad enzimAtica de la =
mieloperoxidasa se basa en las siguientes reaccioness

peroxidasa de rdbano + B0, > compuesto

compuesto + AH, ( ortodianisidina ) > peroxidasa + H_0

2
+ A

La razén de descomposicién del perdxido de hidrégeno por
la peroxidasa de rdbano con la ortodianisidina como donador =
de hidrégeno es determinada por la medicién de la razén de oo
lor desarrollado a 460 mm. Ia relacidn entre el color oxida=
do y los moles de 3202 descompuestos, fueron deierminados por
le medicién de la absorbancia de la ortodianisidina oxidada -
por la variacién de cantidades de !120 o OB presencia de enzima

en exceso.{ 34 ).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Bl procesc fagoc{tico consta de varias fases muy imporee
tantes y blien caracterizadas. ILas deficiencias en date proce
80 se dividen en exirinsecas e intrfnsecas. Dentro de las ex
trinsecas estdn las deficlencias de opdoninas, de inmunoglobn
linas, de componentes del sistema del complemento, la SUPTOww
8ifn del némero total de fagocitos por agentes inmunosupreso-
res, la interferencia de la funcién fagoc{tica por los corti
costeroides y la supresién de los neutrdfilos circulantes por
los autoanticuerpos dirigidos especificamente contra los ant_i_'..
genos de los neutrdfilos ( 32 ).

Ios trastornos celulares estin relacionados con las ensi
mas necesarias para la destruccidén de las bacterias, lo que .
se puede observar en s{ndromes comos: la enfermedad granuloma
tosa crénica ( deficiencia de NADPH y NADH oxidasas ), el sfn
drome de Chediak-Higashi ( quimiotaxis anormal ), el sf{ndrome
de Job ( dermatosis con niveles elevados de IgE en suero y =
quimiotaxis defectuosa -en neutréfiles ), el sindrome del leu
cocito perezoso ( quimiotaxis defectuosa ), leucemia granulo-
ci{tica aguda, policitemia vera, etc. ( 4,7,31 ).

La inmunidad celular mediada por los linfocitos % es vie
tal para el control de enfermedades infecciosas causadas por
microorganismos intracelulares, el recha%o de aloinjertos por
diversos estados patolégicos autoinmunitarios y por formas de
hipersensibilidad retardadas La accidn directa del linfocite
para lograr la destruccién del agente extrafio se efectfia por
medio de la produccién de substancias solubles ( linfocinas )
con accién sobre otras células normales o alteradas. Entre -
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las linfocinas mds imporiantes cabe mencionmar el factor esti-
nulador de colonias ( CSP ), factor inhibidor de la migracién
de leucocitos ( LIP ), factor activador de fibroblastos -
( CPP ), interferén gamma, interleucina 2 y 3, efc. Algunas
de ellas estimulan y retienen a los macrdéfagos, con el factor
inhibldor de la migracidn ( MIP ) y el factor activador de na
créfagos ( MAP ), que los tranaforman en macréfagos activados
cuya funcién es mfs efectiva para causar la eliminacidn del -
agenteo Cabe mencionar también 1a presencia de 108 macréfa—
gos armados, que son células estimuladas por linfocinas y diw
fieren de los activados en cuanto a que presentan 861eotivie
dad o especificidad sobre ol antfgeno que despertd la T espues
ta. BEllos son eficientes destructores de las células tumora=-
les y células de transplantes, ademfs de participar em las -
reacciones cutdneas de hipersensibdilidad tardfa { 9,26,27 ).
Para la destruccibén de las células tumorales por macréfa
gos se requiere contacto con el linfocito T para desarrollar
un proceso citolftico. ZEsta es una de las razones que despeyx
t6 nuestro interes el evaluar la actividad microbicida de los
leucocitos humanos en sangre periférica y segén esite modelo -
asumir si existe una alteracidn en la efectivided de la resee
puesta inespec{fica en pacientes con cdncer cérvico uterinos
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- le~ Aplicar metodologfa &til para evaluar la funcién inmunold
glca que puede estar implicada en la eliminacién de célu~
las tumorales.

"2e~ Cuantificar los niveles de aotividad enzimftica de la Rie
loperoxidasa en leucocitos polimorfonucleares de pacionw
tes con Céncer Cérwice Uterino.

3.~ Determinar la influencia del suero autélogy en la elimina
cidn de agentes extrafios por parte de las células fagoci=
tdcas.

4, Correlacionar entre los datas de laboratorio y el eatadfe
de Ias pacientes o su respuesta al tratamiento convencio=
nale
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Considerando que el proceso fagocitico en particular y -
la respuesta inmune inespecifica ( RII ) en general constitu~
yen el primer contacto de uma célula tumoral para su destruc-
cidn o eliminacién, es importante estudiar la presencia de -
una alteracién en la capacidad fagoc{tica, mecarismos relacio
nados como opsonizacién y los niveles ds actividad enzimftica
de la mieloperoxidasa en pacientes con Cdncer Cérwico Uterine,
donde 1la alteracién de la RII podria conducir a admitir la —
presencia de células aberrantes sin ser eliminadas con la su~-
ficiente prontitud para evitar que se manifieste como una mae
sa tumoral.
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a) Instrumental.

Centrifuga refrigerada DANON/ICE
Centrifugn clinica Solbat 115

Incubedora de 0°C a 100°C Thelco
Micrascépic dptico Zeias

Eatufa Ieb-line

Refrigeradaxr Acros

Congeladoyr de 0% a - 20°C American
Congelador de 0°C a — 76°C ULTIRA COLD
Bspectrofotdmetro Bausch & lomh, espectronic 20
Vértex - Genie

Autaclave

Destilador BARNSTEAD

Balanga analf{tica Mattler

Balanza granataria OHAUS

Balanza granataria de dos platillos OHAUS
Potenciémetro Beckmann SS5-3

Teyméme tro

Cémara de Reubauer

Cronémetro

Pipetas antomdticas de 1 ml, 0.25 ml y 0.05 ml
Mecheres Bunsen

Pipetas de Thoma para glébulos dlancos
Celdas para espectrofotdmetro

Porta asa y asa bacterioldgica

Porta objetes

Cubrebocas

Cubrehematimetro.
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b) Material estéril

Cajas de Petrl de 90 mm de didmetro .

Tubos de ensayo de 13 x 100 mm

Tubos con tapdn de rosca de 15 x 125 mm

Tubos con tapén de roaca de 15 x 150 mm

Pipetas Pasteur

Jeringaa de 5, 10 y 20 ml

Agujas del nfmero 20 y 21

Puntas de pldatice para pipetas automfticas

Tubos Eppendorf ( micro test tubea ) polipropileno 1.5 ml

¢) Soluciones estériles

Solueién salina al 0.85%

Dextrana al 6%

Solucidn de Alsever

Carbonato de sodio al 0,7%

Solucién de Picoll-Hypague, densidad de 1.077 + 0.001 g/mi
Agua bidestilada

d) Medioa de cultive ( Celular y Bacteriano )
Medio TC 199 10x § MEM 10x

Agar soya. tripticaseina

Caldo soya tripticaseins

Caldo. soya tripticasedins mfs glicerol

e) Material bioldgico y reactivos,
Sangre periférica y suexa



I{quida de Turk

Colorante de Giemsa. .
Colorante de May-Grinwald

Colorante agul tripano

Patrén de ovoalbfmina ( 1 mg/wl )

Patrén de peroxidasa de rdbano tipo VI ( SIGHA P-8375 )
230 ng/ml

Ortodianisidina 0,02 B ( SIGMA No. D=3252 )

Pexrdxido de hidrdgeno 0.03 m

Hidréxido de aodio 0.1 N

Tartrato de sodio y potasio al 0.2%

Sulfato de cobre pentahidratado al 1%

Bromuro de acetil trimetil amonio al 0.6%

Buffer de fosfates O.1 M pH 7

Reactivo de fenol ( Polin~Ciocalteu SIGMA No. 2790 )
Diexano

Metanol

Etanol

£) Material microbioldgico

Cepa bacteriana pura de Escherichia coli invasiva 9001 -
( Serotipo O1.EX:H7 ) aislada de 1{quido cefalorraquideo
de un nifio de 1 afio. Dicha cepa @3 letal para embrién -
de polle, invede células Hela, Hep. 2 y fibroblastos de
ratén. Se obtuvo. del cepario de la E.N.C.B. I.P,N.
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Individuoa en estudio.

Se estudi§ un grupo de 42 pacientes con CAncer Cérvico -
Uterino ( PC ), que se clasificd en dos formas: la primera -
por estadfo ( I, II, III y IV ) de acuerdo a la clasificacién
de la Pederacién Internacional de Ginecologfa y Obstetricia -
( P160 ) { 13 ), considerando como estadfos primarios al I y
II ( 18 PC ) y como estad{os avanzados al IXII y IV ( 21 PC ).
La segunda forma de clasificar ha sido de acuerdo al tratamien
o recibido, tomando muestras al inicio ( 21 PC ) y fina)l =
( 21 PC ) del mismo que es a base de radiacifén. Se estudid -
simultf{neamente a un grupo de 32 mujeres normales ( CN ) com
fines de comparacién. Ios resultados serin analizados emplean
do la prueba " + " de Student para datos paramétricos, as{ co
mo la prueba " U " de Mann~Whitney para datos no paraméiricos
{ 25).

Bnsayo microbicida.
a) Preparacién del indculo bacterianc.

le~ De una cepa bacteriana pura de BEacherichia coli inva
siva 9001, se tomé una asada que fué sembrada ea 15 ml de cal
do soya tripticaseina e incubada a 37°c por 24 horas.

2.~ Se prepard medio glicerol-caldo soya tripticaseina =
en proporcién 5 / 50 ml. Se tomé una proporcién de éste me—-
dio en un tubo de rosca estéril y se efectué prueba de esteri
lidad, incubdndolo a 37°C por 24 horas.

3e— Bl sembrado al medio glicerol-caldo soya tripiicasei
na se repartid en tubos Eppendorf ée 1 ml, que se rotularon y
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congelaron a ~70°C hasta su uso.

b). Ajuste de bacteria,

1.~ Pué depositado el contenido del vial en 3 ml de cale
do soya tripticaseina en un tubo de rosca estéril, y se incu-
6 a 37% por 24 horasde

2.~ Del tubo anterior se deposité una alfcucta en caldo
soya tripticaseina y se ajusté a una Densidad Optica ( D.0. )
de 041 a 620 nm de longitud de onda.

3o~ Se realizé una dilucidn 115 del ajuste anterior con
caldo soya tripticaseina y se mantuvo en refrigeracidn hasia
su uso en la preparacién de los tubos mezcla de reacciéne.

¢) Obtencién del suero ( de PC y CN ) para el ensayo mi-
crobiclda.

1.~ Pueron extrafdos 8 ml de sangre sin anticoagulante -
para obtener aproximadamente 5 ml de suero en un tubo de xos-
ca estéril, que se mantuvo en refrigeracidén hasta su incluww=
8idn en la preparacién de los tubos mezcla de reaccifn unas =
horas despuds,

2.~ Una porcién de este suero fresco se descomplementd a
55°c por 30 minutos y se mantuvo en refrigeracién hasta su em
pleo en la preparacién de los tubos mezcla de reaccidn.

d) Obtencién de leucocitos.
le= Se obtuvieron 15 ml de sangre venosa con una jeringa
de 20 ml, conteniéndo 5 ml de dextrana al 6% en solucién de =



Alsever,

2.~ Se mezclé perfectamente.

3e= Se coloc una porcidn de 0.5 ml en un tubo de onsayo.
Se emplearf para la cuenta de leucocitos totales.

4.~ Ia jeringa con sangre fu§ incubada en posicién verti
cal durante 30' a 37°C.

5.~ 56 separd el plasma rico en leucocitos y se recibvid
en wm tubo de rosca estéril,

6o~ Se centrifugd a 500 x g durante 10 a 4°C y se desw
carté el sobrenadante.

Tem Se resuspendid el botén celular en 1 ml de solucién:
de Alsever usande una pipeta Pasteur y se 1llevd a 15 ul con -
£sta solucidn.

84~ Se centrifugd a 500 x g durante 10' a 4°C, descartan
do el sobremadante, se resuspendid en 1 ml de Alsever y se -
1levé a 15 ml con ésta misma solucidn.

9+~ Se centrifugd a 500 x g durante 10' a 4°C y se des—
carté el sobrenadante.

10.~ Se resuspendié el botén celular en 1 ml de agua biew
destilada estéril con una pipeta Pasteur se homogeneizé duran
te 45'*, Se aford hesta 15 ml con Medio M{nimo Bsencial -
( MEM ) y se volvié a homogeneizar.

11,- Se centrifugd a 500 x g durante 10' a 4% y 8e dege
carté el sobrenadante.

12,- Cuando quedaban eritrocitos en el botén celular, se
repitieron los pasos 10 y 1l.

13.- Se resuspendif el sedimento celular en 1 ml de MEM
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¥y se homogeneizd con una pipeta Pasteur, aforando hasta 15 ml
con MEM,. .

14.- Se centrifugf a 500 x g durante 10° a 4°C y de des-
cartd el sobrenadante.

15,~ e resuspendif el botdn celular en 2 ml de solucidn
salina estéril y se determiné el nfimero de leucocitos totales
en suspensidn, empleando una pipeta de Thoma para cuenta de =
glébulos blancos usando azul tripanc como diluyente { 1120 )
¥ contando en la cémara de Neubauer.

16+~ Se aford la suspensidén anterior hasta 15 ml con NEXM,
se homogeneizd y se centrifugd a 500 x g durante 10° a 4°c.
Se descarté el sobrenadante.

17 ¢~ Se resuspendif el sedimento celulaxr en 2 ml de MEM,

18.~ Se efectuaron los cflculos para tomar el volumen de
suapensién celular que corresponden a 2 x 106 células en 2 ml.

@) Preparacidn de tubos mezcla de reaccidn.
l.~ 36 .prepard una serie .de tubos 13 x 100 mm estériles
por duplicado que contenfan lo. siguientes

Tubos Contenido

1, 2 Control

3, 4 Suero inactivado ( 0.2 ml )

5y 6 Suero { 0.2 ml )

Ty 8 Suerc inactivado ( 0.2 ml ) + 2 x 108 células.
9, 10 Suero (02 ml ) +2x 106 células

11, 12 2 x 20° céinlas
Se afiadid a cada tubo mezcla de reaccidn 0,050 ml de bac



toria ya ajustada y diluida y se aford a un volumen de 2 ml -
con MEM. .

Notas Cada serie de tubos se realizé para muestras de Pa
cientes y de controles normales.

2.~ Se incubé a 37°C por 70°.

3= Se efectuaron cuatro diluciones 1311l de cada tubo =
mezcla de reaccién con agua bidestilada estéril.

4.~ De la fltima dilucién se vertid 0.2 ml en un tubo .
con agar soya tripticaseina, previamente fundido y posterior-
mente mantenido a 37°c. Se realizd esta operacién por tripli
cado para cada tubo mezcla de reaccidne.

5¢= Se vacif la mezcla anterior en cajas de Petri estéw-
riles y se incubd a 37°% por 24 horas.

6.- Se efectud la cuenta de Unidades Formadoras de Colo=
nias de Bscherichia eoli invasiva, y se evalud el efecto inhi
bidor de crecimiento bacteriostdtico y/o bactericida.

Determinacidn enzimftica.

a) Obtencién de polimorfonucleares.

l.= Ias células restantes del ensayo microbicida se tra-
taron con solucién de Picoll-Hypaque de densidad 1.077 g/mle.

Z.- Se centrifugd a 500 x g por 30* a 4°C.

3e= Se elimind 1a banda de mononucleares con una pipeta
Pasteur y se lavaron 1los polimorfonuclearea en dos ocasiones
con solucién salina 0.85%.

4= 36 centrifugd a 500 x g durante 10 * a 4%. se resug
pendié el botén celular del dltimo lavado en 2 ml de solucidn



salina 0.85%.

5.~ Se realizé la cuenta viable con la pipeta de Thoma -
para gldbulos blancos y se usé azul tripano como diluyente -
{ 1220 ). Se contd en la cdmara de Neubauer.

6+~ Se depositf el volumen correspondiente de la Suspen
aién en tubos de exisaye 13 x 100 om de 1 x 106 polimorfontw=—
cleares ( FMN's:) para la determinacién de protefnas, as{ co-
mo 0.1 x 106 PMMN's para el ensayo de ortodianisidina ( ver pé_
gina 26 ). Todo ésto se hizo por duplicado.

T.= Se realizd frecuentemente frotis de las suspensiones
celulares, que sgse tiilieron por el método de May=Grinwald para
hacer la cuenta de FPMN's., Se verificd que los FUN's 36 pre—
sentaban en mds del 85% en relacidn a los mononucleares.

8+=- Se almacenaron las preparaciones celulares a -2000,
para hacer posteriormente la determinacidn de proteinas y 1a
actividad enzimitica.

b) Determinacién de protef{nas por el método de Lowrys

1l._ Se realizé la curva de calibracidn de protefnas de -
la siguiente manera ( 19 ): se prepard un patr6n de ovoalbﬁn_!_._
na a una concentracidn de 1 mg/ml en solucibén salina 0.85%.
Se smplearon diferentes alfcuotas por triplicado ( 0,02, 0.04
0,08, 0,10, 0.16, 0,20 y 0.25 mnl ) en tubos 13 x 100 zm.

2.~ Se descongelaron los tubos almacenados con 1 x J.O6 -
PMN's y se ajusté el volumen de cada tubo a 1 ml con solucidn

salina 0.85%.
3.~ Se agregd a cada tubo 3 ml de una solucidn que conte
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nfa 1 ml de tartrato de sodio y potasio al 2%, 1 ml de sulfa=-
to de cobre pentahidratado al 1%, carbonato de godio al 24 en
100 ml de hidréxido de sodio 0.1 N.

44~ BEn dos tubos de 13 x 100 mm se colocaron 1los reacti-
vos anteriores y se trabajé simultineamente como blanco de =
reactivos.

50= 5@ agitd y se dejé reposar 10 a temperatura ambien~
te.

6. 30 agregé el reactivo de Folin-Ciocalteu { 0.l ml )
y se leyé contra el blanco a una longitud de onda de 600 nm —
despuds de incubar 10' a temperatura amblente.

Te= Con los datos obtenidos de las diferentes alicuoias,
fué construida la curva tipo colocando en las abscisas la con
centracién de protefna en ug/ml de la solucibén patrén de ovo
albfmina y en las ordenadas los valores de Densidad Optica =
( D04 )o

8.~ En cuanto a las muestras problema, cada serie de de-
terminaciones se hizo en correlacidn con las alfcuotas de =
0.08 y 0.1 ml de solucién patrén.

¢) Determinacién de la actividad enzimftica de la mielo-
peroxidasa por el método de la ortodianisidina ( 34 ).
1.~ Se descongelaron. los tubos almacenados que contenfan
Oul x 1()6 MiN*s de cada muestra.
2.~ Se llevaron a un volumen f£inal de 2.5 ml con regulam
dor de fosfatos 0.1 M pR T.
3.- Se agregd a cada tubo 0,1 ml de bromuro de acetil =
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trimetil amonio ( CTAB ) al 0.6%, 0.05 ml de solucién de orto.
dianisidina 0.02 M y 0.1 ml de peréxido de hidrégeno 0.03 m,

4.~ Bn dos tubos 13 x 100 mm se colocaroi todos los =
reactivos anteriores, excepto la muestra ( blanco de reacti——
vos ) que se trabajaron simulténeamente.

5.- Se incubd a 37°C durante 20%.

6o~ Se agregé a cada tubo 0.5 ml de 4cido triclercachti-
co al 40%.

T.- Se agité vigorosamente y se centrifugé a 1400 x g du
rante 30' y con una pipeta Pasteur se descartd el sobrenadan~
te.

8.~ Se agregaron 3 ml de dioxano y se agité.

9.= Se centrifugd a 1400 x g por 15'.

10.~ El sobrenadante se 1ey6 con respecto al blanco a uns
longitud de onda de 460 nm; la cuantificacidn de mieloperoxi-
dasa se calculd de acuerdo a la proteina existente en las cé-
lulas. Como para el método de Iowry se colocaron 1 x 106 -
PMN's se realizd el cdlculo para 0.1 x 106 PMN's. El resulta
do obtenido se relacionf con la D.0. de cada muesira en la de
terminacién de mieloperoxidasa para conocer las Unidades Bspe
cificas de actividad enzimftica:

Ejemplos

K72 Cantidad de proteina:

80.89 ug de protefna en 1 x 106 AIN's,

8,08 ug de protefna en 0.1 x 106 RIN‘'s.
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C4loulo de mieloperoxidasas
D.O. de N T2 = 0,355

8.08. ug de prote —mmew——e 0,355
100,00 ug de prote.

p 4
x = 4,388 Unidades Espec{ficas / 0.1 x 105

PN's,

Cuenta de leucocitos totales.

l.~ Se tomé el tubo de ensayo con 0.5 ml de sangre veno-
sa ( ver pigina 22 ) y se llend con sangre una pipeta de Tho
ma paré g16bulos blancos hasta la marca de 0.5.

2,= Se limpié la sangre adherida en el exterior de la ri
peta con una gasa.

3,- Se completd hasta la marca de 101 con liquido de =~
Turk.

4.~ Se homogeneizd y se agitd vigorosamentse 2°¢,

5.= Se colocé el cubrehematimetro sobre la cdmara de Neu
bauer por uno de sus bordes y se deposité la muestra.

6.= Se dejé reposar de 2 a 4°*,

7= S8 observé al microscédpic y se contaron los leucoci-
toa en los 4 cuadrantes de las esquinas de la cémara.

84~ Cdlculoss Se empled la siguiente £érmula

Nx2
# de glébulos blancos/mn3 a

4(1.0m )% x0.1m

= N x 50



Donde:s

N
4

( 1.0 mm )2

0.1

mm
20

= nfimero de células contadas. |,
= nimero de cuadrantes contados.
= frea de cada cuadrado.

= altura de la cdmara.

= dilucién de la muestra.

Como la sangre se diluy$ con 5 ml de solucibén de dexira-
na al 6% en Alsever, el resultado se multiplicéd por el factor

1.33 que corrige el nfimero de glébulos blancos.

Cuenta diferencial de leucocitos.

l,~ Se realizé un frotis de sangre periférica en un PoTr-

taobjetos limpio y desengrasado.
2,~ El frotis se secé al aire y se £1ij§ durante 3' en me

tanol.
3e= Se
44w Se
Sa= Se
64~ Se
Tem Se

188
lavé
18
lavd
secd

con el colorante May=Grinwald durante 5'.
con agua de la llave.

con el colorante de Giemsa durante 15',
con agua de la llave,

al aire en posicién vertical.

8.= Por d1timo se observé y fueron contadas las células
al microscdpio empleando el objetivo de inmersidn.
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86 estudid un grupo de 42 pacientes con Céncer Cérvico =
Uterino ( PC ) con un rango de edad de 30 a 70 afios ( X = 51
+ 12 ), asf{ como un grupo de 32 mujeres normales (CN) las =
cuales procedfan en su mayorfa de un estrato sociocecondmico -
bajo, presentando hfbitos higiénicos-y: dietéticos as{ como se
xuales semejantes a las de las PC, con un rango de edad de 20
a 60 afios { X = 37 + 15 ) que se estudiaron con fines de come
paracién.

los porcentajes individuales de inhibicidn del crecimien
to bacterianc en la realizacién del ensayo microbicida apare
cen enlistados en las tablas I y IX, representdndose gréfica=
mente la combinacidn suero fresco y suero fresco més células
de 4mbas poblaciones ( grdfica 1 ), sin encontrar diferencias.

Se anexa la curva tipo para protefnas. Ios valores de
proteina celular ( grdfica 2 ), as{ como la actividad enzimf-
tica de la mieloperoxidasa determinadas en leucocitos polimoxr
fonucleares son reportados en la tabla III, comparando las po,
blaciones de CN y PC. En cuanto a los valores de proteina ce
lular no se encontrd diferencia estad{sticamente significati-
va, mientras que los valores de mieloperoxidasa de los PC se
encontraron disminuidos y estadisticamente diferentes respece
%0 a los CN, con P menor a 0.005. Se expresa ésto en la gré-
fica 3.

En la tabla IV se muestran los datos de protefma celular
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analizando la poblacién de pacientes en subgrupes, ya sea por
el tratamiento ( inicio o final ) o bien par el estadfo clini
co ( primario o avanzade ) sin encontrar difere;xcia significa
tiva ( P mayor a 0.05 ). la grifica 4, ilustra éstos resulta
das.

En 1ls tabla ¥ los valores de actividad enzimftica fuerdn
analizadocs en subgrupos por tratamiento y por estad:[o, donde
no se obaerva diferencia estadfsticamente significativa ( P -
mayar a 0.05 )¢ En la grdfica 5 se muestra estadfos prime—-
rioa o avanzados como grupo, sin considerar el tratamiento o
bien como pacientes al iniciec o final de Bu tratamiento, s8in
considerar el estadfo.

En la tabla VII se muesiran las cuentas diferenciales
porcentuales, as{ como de sus leucocitss toiales de PC donde
su poblacién de linfocitos se encuentra daja y la poblacién =
de neutréfilos, 1o mismo que de eosindfilos se encuentran al-
tas con respecto a la poblacién porcentual de CN ( tabla VI );
con una P menor a 0.005. No se encontrd diferencia significa
+iva en 1la poblacién de leucocitos totales, ello se ilustra =
en las grificas 6, 7, 8 y 9.



TABLA I. INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE Escherichia coli
INVASIVA POR EL SUERO Y LEUCOCITOS DE CONTROLES NORMAIES,

6¥
UrPC X 10

Control qJuero i» Suero C6lulas Suero,i.+ Suero +

0e2 ml. 0.2 ml 2 x 10° células.  células.
N33 14.34 11.18 0.72 16.58 11.38. 0.86
22,0% 94.9%. 0.,0% 20.6% 94.,0%
N34 14.34 10,90 0.48 13.24 12,75 0.39
24.0% 96.7% 0.0% 11.a% 97.3%
N37T 2.45 1.43 0.78 1.57 1.39 0.31
41.6% 68.1% 35.8% 43.,2% 87.3%
3976430 11.36 0.33 18.39 13.39 0.24
AR 0,0% 94.7% 0.0% 0.0% 96.1%
MO 6,30 21.00 0.48  6.87  13.24 0.48
N ¢ 0.0% 92,3% 0.0% 0.0% 92.3%
N41 8.92 24.64  0.20 13.63 12.93 0.04
0.0% 97.7% 0.0% 0.0% 99.4%
N42 9.75 13.27 0.29 6439 N.D.? 0.00
0.0% 97.0% 34.4% 100.0%
N43 9,75 11.63 0.00 12.78 13.32 0.04
0.0% 100.0% 0.0% 0,0% 99.5%
N44 7.97 27.10 0.29 20.93 20.71 0.70
0.0% 9643% 0.0% 0,0% 91.2%
N45 T97 23437 0443 28454 2730 0.25
0.0% 94 .6% 0.0% 0.0% 96.8%

*UPC x 106 : Unidades gormadoras de colonias en millonea.

©O3uero inactivado a 56 C durante 30'.

® Indica el porcentaje de inhibicién, en relacién al control que =
tiene Gnicamente la bacteria.

PN.D. ¢ No determinado.

Suero 3 - 0.4 x10% &+ 0.23 x 108
T=04.5% & B.566
Suero + célulass
- 0.33x120°%+ 0428 x 10°

+
T = 96.26% +  3.94%



TABLA II. INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE Escherichia colli
INVASIVA FOR EL SUERO Y LEUCOCITOS DE PACIENTES CON CaCU.

6%
UPC X 10

Control Suero i Suero Células Suero i.+ Susxo +
0e2 ml. 02 ml 2x '.!.06 células. células.

P33 3425 2.95 0,00 2.00 2.20 0.00
9,240  100.0% 38.4% 32.3% 100.0%

P34 3.25 2,70 0,14 3.80 2,45 0.36
_ 16.9% 95.6% 0,0% 24.6% 88.9%

P35 8.92  16.66 0.09 11.39 14,17 0.12
0.0% 98.9%  0,0% 0.0% 98.7%

P36  13.82  18.14 0.14  35.00 27.60 0,07
0.0% 98.9% 0.0% 0.0% 99.4%

P37 13.82 34.50 0.04 32.85 18430 0.14
0.0% 99,7%  0.0% 0.0% 98.9%

P39 15.93 23,88 0.06  N.D. N.D. 0.19
0.0% 99.5% 99.8%

P40 16461  30.84 4,10 29.60 26.88 0.36
0.0% 75.3% 0.0% 0,0% 97.8%

P4l 36,43 N.D.P 0.21 40.44 36430 0.00
99.4%  0.0% 0.0% 100.0%

P42 36443 NeDe 0.00 50446 NeDe. 0.00
100,0%  0.0% 100.0%

P44 32,30 30.25 0.58 45.68 45,60 0.53
0.0% 92.2%4  0.0% 0.0% a8.3%

P45 5.48 12,70 2,19 N.D. 22,60 0.51
0.0% 60.0% 0.0% 90.6%

P46 5.48 15,70 1.84 NeDe 24,85, 1.28
0.0% 64.4% 0.0% 76.6%

P51 3.94 9.66 10,30 5.34 4,75 3.24
0.0% 0.0%4  0.0% 0.,0% 17.7%

ﬁm?é x 106 t Unidades formadoras de colonias en millones.

® Sueroc inactivado a 56 C durante 30°%,

6 Indica el porcentaje de inhibicién, en relacidn al control que tie,
ne finicamente la bacteria.

$N.Ds 3 No determinado.

Suero 1 %= 1,50 x10° & 2,91 x 106
X = 91,61 % + 14.6 %
Suero + células @
= a.523x10° &+ 0.88 x 208
X = 96.2 % £ 9.7 %



TABLA III. ACTIVIDAD DE MIBIOPEROXIDASA EN CRIUIAS DE CONTRQ
LES NORMALES Y PACIENTES CON CaCU.

Unidades Unidades Unidades Unidades
1x10° QMN'BG especificas 1x10° PHN's espacificasd
N 63 0,232 8,033 P 53 0,300 . 8,090
N 65 04355 104233 P 54 0,170 4,240
N 67 04265 7.860 P 55 0.170 3.320
N 72 0.355 4,380 P 56 0,135 3.400
N 73 0.242 6,080 P 57 0.220 3.950
N 75 0.227 7500 P 58 0.167 3.970
N 176 0.170 50310 P 59 0,197 6.890
N 19 0,222 5.500 P 60 0,192 2,930
N 80 0+225 4.550 P 61 0.247 1.040
N 81 0.157 - 10,000 P 62 0,207 1.670
N 84 0.260 4,130 P 63 0.277 3,040
N 86 0.230 3,720 P 66 0,220 1.606
N 97 0.200 3.504 P 67 0.255 4.427
' P 68 0.155 3.376
P 69 0,235 1.176
P 70 0,255 1.448
P71 0,190 1,334
P T2 0,260 1,532
P73 0.255 2,792
P 74 0.16 3.270
P15 0,255 3.258
a 13 13 21 21
z 0.241 6.215 0.218 3.178
SD 0,058 2.301 0.042 1.797

0 Una unidads es la cantidad de células o proteina celular necesa=
ria para producir un cambio en densidad Sptica (D.0.) de 1.0 bam
jo lae condiciones descritas para el ensayo con ortodianisidinas

¢ Una unidad especificat es el nfmerc de unidades de ensima por -
100 microgramos de prote{na, determinada por el método de Iowry.



TABLA IV. UNIDADES DE PROTEINA CBLUIAR EN 1 X II.O5 RiN's
DE ACUERDO AL TRATAMIENTO Y ESTADIOS DE SREVB=

RIDAD EN PC.
Unidades 1 X 10° PuR's”
Inicio Termino
Estad{o primario
P 57 I3 0.220
P 66 I3 0,220
P 58 IIB 0.167
P 63 IIB 0.277
P 67 IIB 0,255
P 69 II1 B 0.235
P 15 II B ‘ 0.255
Bstadfo avanzado
P 53 II1 B 0,300
P 54 III B 0.170 ,
P 55 III B 0.170
P 56 JI1 B 0,195
P 59 IITI B 0,197
P 60 III B 0,192
P 61 III B 0,247
P 62 IIT B . 0,207
P 70 III B 0,255
P71 III B 0,190
213 IXI B 0.255
P74 IIT B 0.160
Tratamiento Estadfo
n X SD n H SD

iniecio 12 0.221 0,046 primario 7 0.232 0.035
termino 9 0,210 0,034 avanzado 12 0,211 0,043

*Una unidads es 1la cantidad de células o proteina celular necesaria -
para producir un cambio en densidad éptica (D.0.) de 1.0 bajo las =

condiciones descritas para el ensayo con ortodianisidina.



TABLA V. RELACION DE I0S NIVELES DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
DB MIEIOPEROXIDASA POR TRATAMIENTO Y ESTADIOS -
DE SEVERIDAD EN IC.

Unidades especi{ficas.

Inicio Termino

Batadfo primario
P 57 1B 3.950
P 66 I3 1.606
P 58 II B 3.970
P 63 IT B 3.040
P 67 II B 4.427
P &9 II1 B 1.176
P 175 II B 3.258

Estad{o avanzado "
P 53 III B 8.090
P 54 IIT B 44,240
P 55 III B 3.320
P 56 III B 3.400
P 59 III B 6.890
P 60 IIT B 2.930
P 61 III B 1.040
P 62 III B 1.670
P 70 III B 1.448
P71 IITI B 1.334
P13 IIT B 2.792
P 74 IITI B 3,270

Tratamiento Eatadfo

n b SD n X Sp

XInicio 12 3.335 1.837 Primario 7 3.061 1.237
Termino 9 2,269. 1.829 Avanzado 12 2.589 1.042

*Una unidad especifica: es el nfmero de unidades de engima por 100
microgramos de protefna, determinada por el método de Iowry.



TABLA VI. CUENTAS DIFERENCIALES DE CONTBOLES NORMALES.

N33 N34 N37 N39 N40O N4L N42 NA3 N44 N A5
L.Ts 6616 5985 5250 6300 6000 5400 6000 5400 6700 7150
Lin, 48 28 45 34 46 28 64 54 40 22
Neu, 46 69 50 61 50 65 31 36 59 18
Mon. 3 0 2 2 2 2 2 5 0 0
Boa,. 2 2 1 1 1 3 1 0 1 0
Bas. 2 4] 0 1 o] 1 2 3 0 0
Ban, 1 1 2 1 1 1 1 1 0 0
N46 N A7 NS4 N6L N 67T N68 N69 NT2. NT3 N TS5
L.T,. 6700 17000 6650 6600 6850 7250 6450 6910 6650 8500
Lyn. 55 51 55 38 54 53 43 k8 54 35
Neu, 39 36 37 59 44 41 54 65 43 58:
Mon, 4 2 1 1 1 5 3 3 1 4
Eoa. 0 i 3 0 1 o 1 1 2 3
Bas. 0 0 [} 1 0 o] 0 0] 0 0
Ban. 2 4 4 2 0 1 0 4] o] 0
NT76 NT79 N8 N8 NS84 NB6 NBB N92 N93 NOIA
Lo Te. 5585 4780 4700 9300 4500 5100 5500 6650 4860 6250
Lin. 51 38 32 56 35 42 54 53 52 43
Neu, 46 54 64 . 36 62 53 45 45 42 55
Mon. 1 1 2 6 2 3 1 1 5 1
Bos. 2 2 o] 2 4] 2 1 1 1 0
Base 0 V] 0o 0 1 [+] o] 0 o] V]
Ban, 0 (V] 2 0 0 0 (¢} 0 0 1
~ N95 moT
L:T: 6650 5500
Lin.. 49 36
Neus 46 59
Mon. 0 3
Eosa. 1 3
Base 0 0
Bane 4 0
n X SD
Ieucocitos Totales / mm> (L.T.) 32 6510 1369
Linfocitos % (Lin.) 32 44,3 10.3
Neutrdfilos % (Neu.) 32 50.8 11.4
Monocitos % (Mon.) 32 2,2 1.6
Bosindfilos % (Bos.) 32 14 1.4
Baséfilos % (Bas.) 32 0.3 0.7
Bandas % (Ban.) 32 0.9 1.2



‘TABIA VII. CUENTAS DIPERENCTALES DB PACIENTES CON CaCU.

P33 P34 P35 P36 P37 P38 P39 P40 PAL P A2
LeTe 9640 9210 4000 4750 4200 6650 3750 4500 4700 5000
Lin. 40 30 20 1 11 13 28 41 33 29
Neu. 52 66 12z 81 T2 83 70 47 41 58
Mon. 1 2 1 4 2 2 1, 5 2 3
Eoa, 5 [+] 3 1 13 1 1 0 16 10
Bas. 1 1 2 0 2 0 [} 0 [+] 0
Ban. 1 0 2 3 0 3 0 2 1 0
P44 PA5 PAT P48 P49 P50 P51 P52 P53 PS4
LeTe 4650 6185 7850 5950 8780 3590 5050 5920 6650 10640
Iin. 39 23 13 34 32 9 42 38 21 14
Keue. 52 53 17 61 67 Y 50 65 73 8
Mon. 2 8 4 4 2 9 - 3 4 2 2
Eose 2 4 0 1 0 4 5 19 7 n
Bas. 0 1 o] V] 1 0 0 4] 0 0
Bane 4 1 5 0 0 1 1 1 0 2
P55 P56 PST P58 P59 P60 P6L P62 P63 P 64
LoTe 5590 6650 5520 5450 3060 8850 10100 3390 5450 6850
Lin. 21 35 23 23 29 17 13 5 35 2
Neu. 63 54 T4 62 171 15 T9 85 56 12
Hon. 10 1 1 2 o} 3 2 1 4 3
Boa. V] 1 0 5 0 5 7 4 2 2
Bas. 1 o] 0 4] o V] 0 0 1 0
Ban. 0 2 x z 0 -4 0 0 3 1
P65 PT6 P67 P68 P69 PT0 PT1 P72 P13 P74
L:T. 7980 6190 4909 6300 3460 2400 8050 8910 9510 5650
Lin. 29 19 12 50 22 6 36 a7 17 28
Neue 65 81 73 44 72 83 60 70 82 T2
Mon. 3 0 ) 2 4 3 3 3 1 0
EcB. k] o] 12 4 1 8 0 0 0 0
Bag. [¢] o} 2 0 0 0 V] 0 -0 0
Bane 0 o] o 0 1 o] 0 1 0 [s]
n X )]
Ieucocitos totales / mm> (L.T.) 41 6120 2045
Linfocitas % (Lin.) 41 24,9 12,2
Neutréfiloa % (Neu.) 41 67.2 12,17
Monocitas £ (Mon.) 41 2.8 2.2
Bosinéfilos % (Bos.) 41 3.9 4.6
Baafiloa £ (Bas.) 41 0.2 0.5
Bandas % (Ban.) 41 1.0 1.2
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GRAFICA 2: Unidades de proteina celular en 1:(10‘j
PMNs de CNy PC.
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GRAFICA 3 : Relacion de los niveles de actividad enzimati-

ca de mieloperoxidzssa en CN y PC.
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Unidades 1 x 105 PMNs.

GRAFICA 4:Unidades de proteina celular en 1 x 105

PMN's de acuerdo a \os estadios de -

severidad y al tratamiento de los PC.
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Unidades Especificas

GRAFICA 5 : Relacidn de niveles de actividad enzimdtica

de mieloperoxidasa en PC en estadios de se_
veridad, asi como al inicio y término del trata_

. L miento.
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GRAFICA B:Relacion de cuentas totales de leucocitos

de N y PC.
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GRAFICA 7 : Relacion

del porcentaje de linfocitos de

EN y PC.
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GRAFICA 8: Relacion del porcentaje de neutréfilos -de

CN y PC.
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GRAFICA 9 : Relacidn del porcentaje de eosinéfilos

de CN y PC.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Existen muchas formas diferentes de como un conjunto de
células tumorales podrian escapar del control del hufsped. En
la actuslidad el conocimiento de los diversos aspectos del e-
quilibrio imnmunitario entre el tumor y el huésped se van estn
diando poco a poco. Por razones de morbilidad y mortalidad,
los estudios inmunolégicos siguen cobrando gran relevancia en
nuestro pals y resulta obvio la necesidad de incrementar los
esfuerzos para mejorar nuestra visién del padecimiento, con -
el fin de poder brindar un mejor future para la enferma.

Una consecuencia del progreso en el conocimiento de los
mecanismos relacionados con el desarrolle del tumor, ha side
el avance en conceptos que sostienen gue una respuesta inmune
puede ser protectora en vez de destructiva. De ahf la impore
tancia de analizar los factores que corresponden a la inmunie
dad humoral, € inmunidad celular asi como aguellc que constiw
tuye la respuesta inmune inespecffica y que es fundamental Pa
ra eliminar a los organismos patégenos intracelulares y extra
celulares, as{ como las células tumorales o exirafias al hués-
ped.

Ios resultados obtenidos indican que existe uma comporta
miento similar, tanto en las CK como en las PC, de la inhibiw
cién del crecimisnto de la Escherichia coli invasiva al traba
jar con sus leucocitos totales. Se observa que es fundamenw

tal la presencia del suero en el sistema, ya que este posee ¢
lementos gque son capaces de opsonizar o lisar a la bacteria,

siendo el efecto 1{tico el que se manifiesta en mayor propor-
cidn, ya que el sistema de complemento puede ser activado por
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via alterna o clésica. Rl efecto opsonizante no fué medido -
ya que el suero por si mismo tiene un efecto dq le inhibicién
del crecimiento mayor del 90% ( ver grdfica 1 ). Se encontrd
un caso, PC 51 con estadfo IIT en el término de su tratamien-
to, donde el efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano =
fué del 18% en la combinacibén suero active con células, ello
podr{a indicar que existe falla en los componentes microbici
das séricos. Sin embargo, como se trata de una sola paciente
¥ no fud posidle hacer una nueva determinacién, no podemos e
laborar conclusiones definitivas.

El suero inactivado por calentamiento no manifestd um e~
fecto inhibitorio en el sistema. BEs por tanto diffcil soste
ner la afirmacién de que el efecto inhibitorio del crecimien—
to bacteriano pudiera deberse a la presencia de agentes opsow
nizantes o agentes sdricos termoestables. Probablemente por
tratarse de una bacteria de tipo intracelular y agresiva €8 =
que las células del hudsped no pueden por s8f solas influir en
la inhibicién de su crecimiento, requiriendo para ello de un
agente opsonizante. En este momento cabe seilalar que se rege
1126 un trabajo experimental relacionado, donde se expuso a -
log leucocitos totales de pacientes con enfermedad infecciose
aguda y como controles normales a leucocitos de sus familigw-
res, con Bscherichia coll invasiva. Para ello se empled como
agente opsonizante al plasma AB Rh negativo el cusl presenta-
ba un efecto inhibidor del 30% ( plasma activo ) y que al i-
nactivarlo por calor su efecto inhibidor disminufa hasta el -
0% ( plasma inactivo ). Para que este plasma pudiera servir
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como agenite opsonizante, hubo la necesidad de realizar una ci
nética microbicida con el plasma en diferentes ,diluciones en
solucidn salina 0.85%, encontrdando la dilucién dptima de 1310
que manifest$ un efecto inhibitoric del 0%, pero que al Afigmw
dir las células, bien fuesen del paciente problema o del con=
trol normal, el efecto microbicida aumentaba al 52% para los
pacientes y hasta al 60% para los controles normales. Debido
a que este nuevo sistema nos determina mfs el efecto celular
es tentativo aplicarlo a los pacientes con CaClU para as{ po==
der observar una posible alteracidn celular ( ver tabla VIII)

Uno de los factores de tomar en cuenta es la necesidad -
de las células cancerosas de obtener nutrientes a expensas -
del hudsped compitiendo con las células sanas, trayendo consi
g0 la mala nutricién y desarrollo. deficiente de &stas dltimas
causando que se encueniren con baja cantidad del contenido =
protéico incluyendo el equipo enzimftico microbicida de los -
polimorfonucleares y por lo tanto pusde haber mal funcionawee
miento de ellos. Observando la grifica 2, vemos que no 6xis-
te diferencia en las Unidades de protefna celular en las PC ¥y
CN.. Sin embargo, el aumento en las poblaciones celulares de
neutréfilos y eosindfilos en las PC ( grdficas 8 y 9 ) hacen
pensar qus el verdadero contenido protéico estdi enmascarado -
por estas elevaciones celulares indicando con ésto, que el =
rango de protefna celular se normaliza.

Diversos mecanismos antimicrobianos han sido descritos =
en los PMN's. Dentro de ellos, los de tipo oxidativo resul—=
tan de fundamental importancia puesto que dentro de la fagocg._
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tosis. se generan productos de reduccidn del oxf{gemo que en =
presencia de la enzima mieloperoxidasa y un haluro originan -
un sistems muy potente con la formacién de agentes téxicos
que atacan tanto a los microorganismos como a las células tu-
morales, Considerando que el método para la determinacida de
la mieloperoxidasa ha sido empleado en trabajos experimentaw
les, y ha mostrado una sensibilidad adecuada presumimos que -
nuestros resultados indican una deficiencia de la actividad -
de la mieloperoxidasa en las células PMN's de las pacientes -
con CaCU. Sin embargo, esta deficiencia probablemente no se
refleje en la evolucién clinica ni necesariamente indique una
falla en la eliminacidén de la bacteria, puesto que las céluew
las pueden emplear mecanismos de tipo oxidativo y no oxidati-
vo ademfs de que existe un incremento en la poblacidn de neu~
tréfilos y eosinéfilos en circulacién de las pacientes.

El método empleado para la determinacidn de la actividad
enzimftica utiliza como donador de hidrégeno a la ortodianisi
dina ( 23 ) que también cuantifica la actividad de la mielope
roxidasa de loa eosinéfilos ( EPO ). Como se refleja en 1las
cuentas diferenciales, conforme el estado canceroso avanza, =
1a eosinofilia aumenta, y ello podria implicar um aumento de
la enzima BP0, Si dicha enzima pudiera ser inhibida, la dewe
ficiencia de MPO serfa mis marcada. Una técnica realizada -
por Cramer y cols. en 1984 trabajando con paclentes deficienw
tes en MPO y teniendo éste mismo problema, emplearon el reac~
tivo quimico 3-emino-1, 2, 4-triazol ( AMT ) que inhibe COZew
pletamente la actividad de la EFO y lo hace s8io ligeramente
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en la actividad catalftica de 1la MPO cuando esta se encuentra
parcialmente purificada. Por lo tanto, sugerimos el uso de «
éste reactivo.

En la determinacién de la actividad enzimftica de la MPQ
tuvieron que influir diversos factores para poder llegar a =
una estandarizacién adecuada, inicialmente se cuantificaba es
+a enzima en leucocitos totales., En la primera serie de mues
tras de PC y CN se encontr$ una paclente que mostrd una actiw
vidad de 0,0428 U.E. que comparado con los mismos PC y CN pre
sentaba una actividad muy baja; ello obligé el empleo de un -
agente qufmico que liberara el contenido enzimftico en su to-
talidad, siendo &ste el detergente bromuro de acetil trimetil
amonio ( CTAB ) y si tomamos en cuenta que la MPO se localiza
en el equipo enzimitico de los PMN's, se opté el paso de 1los
leucocitos totales a través de solucién de Picoll-Hypaque, =
procediendo a realizar una serie de determinaciones para te~=
ner la cantidad ideal de FPMN's y del detergente CTAB. Debido
a que el periodo de estandarizacién nos llevé tiempo, sdlo se
tuvieron dos seriea de muestras para PC y CN en la determing~
cién enzimftica.



TABIA VIITJNHIBICION DEL CRECIMIENTO DE Escherichia coli INVASIVA
POR LEUCOCITOS TOTALES DE CONTROLES NORMALES Y PACIEN-w
TES CON BNFERMEDAD INFECCIOSA AGUDA.

6* °
UPC X 10 % de inhibicién
Control T.07
Plasma activo 0.98: 87.40
Plasma diluido 1:10 21,14 . 0400
Plasma inactivo™ 29,14

Controles normales

a) Plasma diluldo 1:10 + 9.05. . . 60436
2 1 10% 1eucocitos e
b) 2X ].06 leucocitos 42,30 0,00

Pacientes con enfermedad infecciosa aguda.

a) Plasma diluido 1310 + 10.45 52,91

2 X 1.06 leucocitos
b) 2 X 106 leucocitos 47.70 0,00
*UPC X 106t Unidades formadoras de colonias en millones.

El plasma AB Rh ( = ) fué utilizado como agente opsonizante.
*El plasma AB Rh ( ~ ) fué inactivado con calor a 56°G por 30°¢,
®Indica el porcentaje de inhibicién, en relacidn al control que

tiene f(nicamente la bacteria.

Estadfsticamente no se encontrf diferencia significativa, enm

tre los controles normales y los pacientes con una P mayor a -

0405,



CONCLUSIONES

Bl sistema microbicida utilizado nos permitié valorar co
mo un todo a los factores de la respuesta inmune inespecifica
de las pacientes con CaCU comparado con un grupo de controles
normales. Ello se hizo empleando una bacteria para. medir el
control de crecimiento en funcién de la actividad de elemern
tos celulares ( leucocitos de sangre periférica ) con o sin -
la presencia de suero de manera que nos reflejara en forma -
mds cercana la funcién " in vivo ". Se encontrd que es funda
mental 1a presencia de elementos séricos microbicides ( manie
festdndose en mayor proporcidén el efecto lftico ) para la eli
minacifn de la bacteria. La fase de opsonizacién dentro del
proceso de fagocitosis no fué posible medirla propiamente de-
bido al porcentaje de inhibicidn del crecimiento bacteriano
tan alto que presentaba el suero. En vista de que la Cepa -
bacteriana utilizada actia de forma intracelular y 68 muy aew
gresiva, 1la célula del huésped no logra eliminarla por of mig
ma, aparentemente, Se llevd a cabo un proceso.de estandariza
cidn de esta fase, logrando establecerla en pacientes con en~
fermedad infecciosa aguda donde se observé el efecto celular
deseado. Se recomienda: el uso de este nuevo sistema en las =
pacientes con CaCl, para observar una posible alteracién celu
lar.

BEn el método empleado para la determinacidn enzimftica =
de la MFO se logré establecer la cantidad ideal de PHN's, asi
como la cantidad del detergente CTAB que nos liberara més com
pletamente el contenido enzimftico de éstos. De acuerdo a la
sensibilidad de &ste método y su aplicacidn en otros trabdajos
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experimentales consideramos que se demostrS una baja en dicha
actividad enzimdtica de la MPO en las pacientes con respecto
a los controles, slendo significativos de acuerdo al andlisis
de da%os realizado por medio de la prueba " t°" de Student.
Estudios citoquimicos realizados en otras pacientes que St
fren ésta enfermedad, realizado por otros investigadores ( 5,
6,10 ) concuerdan con nuestros resultados.

Ia correlacién entre el ensayo microbicida y la activi——
dad enzimitica de la MPO de los leucocitos PMN's no se logré
hacer evidente debldo al efecto del suero y el poco efecto ce
lular en la inhibicién del crecimiento bacterieno.

Como simple observacién, las cuentas diferenciales refls
jan que conforme el estado canceroso avanza, el porcentaje de
poblacién de eosinéfilos se eleva. Esta elevacién se manifies
ta antes y después del tratamiento. Nuestros resultados ade-
nde indican disminucifnm en el porcentaje de poblacidén de lin~
focitos y aumento del porcentaje de poblacién de neutréfilos
as{ como de eosinéfilos, siendo estad{sticamente significati
vo respecto a. los controles normales de acuerdo al anflisis -
de datos realizado por medio de la prueba ™ U " de Mann Whit-
ney.

Ios resultados obtenidos coinciden en algunos aspectos -
con los reportea de otros autores. Sin embargo, la no difeww
rencia encontrada en la cuenta de leucocitos totales, quizd -
se deba a las condiciones metodolégicas empleadas por cada =
grupo de investigadores, as{ como diferencias entre 10s gru--
pos de pacientes .



AN EX O

Preparacién de reactives.

Solueién salina ak 0.85%

l.~ Se disolvierdn 0.85 g.de clorurc de sodio en agua bi
destilada.

2.~ Se 1llevd a un volumen de 100 ml con agua bidestilada.

3.~ Se esterilizé a 15 1b de presién / 15°.

Dextrana al 6%

l.— Se pesd 6 g de dextrana y se disolvwid en 50 ml de so
lucidén de Alsever.

2.~ 8¢ aferd a 100 ml con solucién de alaever.

3.~ Se esterilizé a 10 1b de presién / 10'.

Solucidn de Alsever

1.~ Se pesaron los siguientes reactivea:

Glucosa 20.5 g
Citrato de sodio dihidratade 8.0 g
Acido eftrico monohidratade 0.55 g
Clorurc de sodio 4.2 g

2.~ los anteriores reactivos se disolwvieron en agua bie
destiladae

3.~ e afard a un litro.

4.~ Se esterilisd a 10 1b de presién / 10'.

Carbonato de sodio al 0.7%

1.~ Se pesé 0.7 g de carbonato de sodio, se disolvid y -
se llevé a un volumen de 100 ml con agus bidestilada.
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2.~ Bota solucién se esterilizé a 15 1lb de presidn /15°',

Solucidn de FPicoll-Hypague ( 4 = 1.077 t'o.001 g/ml ).

le~ Se pesé 9 g de Picoll ( Type 70 No. P=2878 ) y se
agregaron 100 ml de agua bidestilada. Se homogeneizd.

2= Se midié 38.94 ml de Hypaque ( solucién al 50% ) y =
se adicioné 19.85 ml de agua bidestilada.

Jo= Se mezcl§ 24 partes de la sclucifn de Ficoll con 10

partes de la solucién de Hypaque.

4.= la solucidn resultante se esterilizé empleando f£ile
tro millipore.

5.- La densidad fué determinada por un picnémetro.

¥edio Minimo Esencial o Medio TC 199 10x.

1.- De la solucidn concentrada se realizd una dilucién =
1:10 con agua bidestilada estéril.

2,~- Se ajusté el pH aproximadamente a 7 con carbonato de
sodio al 0.7% estéril, el vire a color canela fud indicativo
de la neutralidad.

3.= Esta solucidén se usé para cultivo celular.

goya tripticaseina.

l.~ Se pesaron 40 g del medio de cultivo y se disolviea—
ron en un litro de agua bidestilada.

2.~ la mezcla se hirvié durante 15°'.

3.~ Se vertié en tubos con tapén de rosca de 15 x 150 mm
y se esterilizé a 15 1b de presién / 15°%.
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Caldo soya tripticaseina.
l.~ Se pesaron 30 g del medio de cultivo y se disolviewm~

. ron en un litro de agua bidestilada.

2.=~ La mezcla anterior se hirvié durante 15°'.
3.- Se esterilizd a 15 1b de presién / 15'.

Ifquido de Turk.
1.~ Se disolvid el equivalente a 1 g de fcido acdtico =

glacial en 100 ml de agua destilada.

2.~ Se pes§ 1 g de cristal viocleta y se disclvié en un -
poco de la solucién anterior, y se 1llevd a un volumen de 100
ml.

3.~ Esta solucién se diluyé 1:10 para su usc.

Colorante de Giemsa.

1l.. Se disolvié 2 g de Giemsa en 125 ml de metanol ahso-
luto y 125 ml de glicerol.

2.~ Se agité durante 15" cuatro veces diarias durante 3
dfas, .

3e= La s0lucién finalmente se £iltré y se almacenS en un
frasco dmbar a temperatura ambiente,

4.~ Bata solucién se diluyé 13110 en agua destilada para

3u uso.

Colorante de May-Grlnwald,

l.- Se pesaron los 5lguientes reactivoss
Acido cftrico 0.1 M ( 21.0 g / Lt )
Fosfato monodcido de sodio 0.2 M { 28,39 g / Lt )
2.~ Se mezclé 85 ml del 4cido citrico 0.1 M con 115 ml de
fosfato monodcido de sodio 0.2 M y 1 g del colorante May-Grin
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wald ajustando el pH a 5.7.

).~ Se aforé a 1 1%. ,

4.~ Se almacené en un frasco 4mbar a temperatura ambienw
teo

S5.= Esta solucién se diluyd 1:2 con agua destilada para.

8u uso.

Colorante azul tripano..
l.~ Se pesé 0.1 g de azul tripano y se 4isolvié en soluw

cidn salina 0.85%.
2,- Se llevd a un volumen de 100 ml y se almacend a tem
peratura ambiente para su uso.

Ortodianisidina 0.02 M.

la preparacién se realizé en el momento de la determinae
cién de la actividad enzimitica.

l.~ Se pesaron 15.85 mg de ortodlanisidina ( SIGMA No. D
3252 ).

2,~ Se disolvid en 2.5 ml de agua destilada.

Perbxido de hidrégeno 0.03 m.

Ia preparacién se realizd en ol momento de la determinaw
cién de la actividad enzimitica.

le~ 96 midid 0.145 ml de la solucidn original de perdxi-
do de hidrégeno.

2.~ Se adiciond 4.85 ml de agua destilada y se mezclé.
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Hidréxido de sodic 0.1 N

l.- Se pesd 4 g de hidrdxido de sodio y se disolvié en —
agua destlilada.

2.~ Se aford a 1 1t.

Tartrato de sodio y potasio al 2%.

l.,~ Se pesaron 2 g dé& tartrato de sodio y potasio.
2,~ 836 disolvieron en 100 ml de agua destilada.

Sulfato de cobre pentahidratado al 1%s
l.~ Un gramo de sulfato de cobre pentahidratado se pead,
2.~ Se disolvid en 100 ml de agua destilada.

Bromuro de acetil trimetil amonio al O.6%.

1.~ Se pesaron 300 mg y se disolvieron en 50 ml de agua
destilada.
2.~ Se mezclé y se almacend a 4%,

Buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.
l.- Se pesaron los siguientes reactivos:

Fosfato monodcido de sodio 53.72 g
Posfato didcido de sodio 20.69 g
2.~ Se afladid una parte del fosfato monodcido de sodio a.
0.12 partes del fosfato didcido de sodio. ST
3.~ Se corroboré el pH.
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