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RESUMEN

El armadillo de nueve bandas (Dasypus novemcinctus) es de gran interés en la

biomedicina, ya que es el único animal en el que crece Mycobacterium. leprae, y que

además presenta lesiones similares a las de la lepra lepromatosa de humano, por lo

que es un modelo experimental úti! para evaluar aspectos de tipo inmunológico y/o

biológico de la enfermedad

El objetivo del presente estudio fue evaluar los diversos mecanismos funcionales

(quimiotaxis, capacidad fagocítica, mecanismos oxidativos, actividad bactericida y

producción de citocinas proinflamatorias ( TNF-a, IL-1 e ÍL-6) de los LPMN del armadillo

de nueve bandas no infectado con M. leprae.

Nuestros resultados mostraron que la actividad quimiotáctica, evaluada por el paso de

células a través de una membrana en respuesta a una sustancia quimioatrayente, fue

significativamente mayor hacia el suero de armadillo activado con Escheríchia coli que

hacia cualquier otro de los quimioatrayentes, En cuanto a la capacidad fagocítica,

valorada por adherencia y empleando Sacharomyces cerevisiae opsonizada como la

partícula a fagocitar, el porcentaje obtenido fue 57 (±21.2 %), el cual no presenta una

diferencia significativa con respecto al porcentaje obtenido con los leucocitos de

humano (70.9 ± 9.5%). La evaluación de los mecanismos oxidativos (analizados

mediante la reducción del colorante nitroazul de tetrazolio [rNBT]) mostró que el 70,5 (±

18,8%) de los leucocitos de armadillo activan mecanismos oxidativos para la

destrucción de S, cerevisiae, este porcentaje fue menor que el de humanos (85.5 ±

7,4%), encontrándose diferencia significativa entre ambos grupos (p< 0.05). La

capacidad bactericida y/o muerte intracelular de los neutrófilos de armadillo (mediante
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conteo de colonias de Staphylococcus aureus incubado con ios leucocitos de armadillo

por 30, 60 y 120 min) mostró que el mayor porcentaje de muerte intracelular fue a los

120 min

En cuanto a la evaluación de ía producción de citocinas como TNF-a, IL-1 e IL-6, se

evidenció que los sobrenadantes de los LPMN de armadillo estimulados con PMA (25,

50, 75 y 100 ng/ml) liberaron un factor con actividad citotóxica que podría ser TNF

(valorado por el efecto cítotóxico sobre la línea celular L-929). En lo que respecta a la

producción de un factor con actividad similar a la IL-1 (determinado por la proliferación

de timocitos de ratón) no se logró demostrar esta No obstante, con el empleo de RT-

PCR para IL-1 humana se logró identificar la presencia de RNAm para IL-1 en los

LPMN estimulados con PHA y PMA. En cuanto a la IL-6, se identificó la presencia de

RNAm para IL-6 en !os LPMN de armadillo activados con PHA.

Con los resultados obtenidos, podemos describir que los LPMN de armadillo de nueve

bandas tienen la capacidad y los elementos necesarios (al igual que otros mamíferos)

para destruir microorganismos y liberar citocinas proinflamatorias, aunque cabe señalar

que muestran una deficiencia en ía producción de radicales libres de oxígeno,

necesarios para la destrucción de diversos patógenos, la cual podría ser una de las

causas para el establecimiento y crecimiento de M. leprae.



INTRODUCCIÓN

En 1873, Armauer Hansen1 descubrió eí bacilo de ia iepra, describiéndolo como "cuerpos

de forma redonda en nodulos de un paciente con lepra íepromatosa, los cuales ya habían

sido reportados en la "enfermedad de la lepra en ojo", eí descubrimiento de Hansen

estableció el carácter infeccioso de la lepra y originó la búsqueda de un modelo animal

adecuado, la cual fue difícil porque este animal debía de ser susceptible a la infección con

M. leprae de la misma manera que los humanos, es decir, que la infección se desarrollara

en todos los órganos del cuerpo igual que en un paciente con iepra íepromatosa, y que

para esto no hubiera la necesidad de que el animal estuviera sujeto a la inmunosupresión2.

En 1971, Kirchheimer y Storrs3, fueron los primeros en descubrir que el armadillo (D,

novemcinctus) era susceptible a la infección experimental con M. leprae, este modelo

presenta una infección con características bacteriológicas e hístopatológicas semejantes a

las de los pacientes con lepra lepromatosa, contribuyendo para ello ias siguientes

características del armadillo:

1) Los armadillos tienen un periodo de vida de 12 a 15 años, el cual es mayor al de otras

especies en las que trató de crecer M. leprae..

2) Tienen una temperatura (rectal) de 30 a 36° C, y ía temperatura de su tejido cambia de

acuerdo a la temperatura del medio ambiente,,

3) Dasypus novemcinctus, tiene un potencial único para la investigación de la lepra debido

a que al nacimiento da origen a cuádruples monocigotos, lo cual hace posible la replicación

de ios experimentos con animales genéticamente iguales3'4.



El armadillo es un mamífero cuyo habitat se encuentra localizado exclusivamente en el

continente Americano, pertenece a la subclase Eutheria, super orden Edendata, orden

Xenarthra y a la Familia Dasypodidae, la cual comprende 9 géneros. La familia

Dasypodidae se ha clasificado por el número de bandas que muestran en su caparazón y

se han dividido en dos tribus; la Prodontini, que es de 11 a 13 bandas y la Dasypodini, que

presenta de 7 a 11 bandas5'6.

En Norteamérica se encuentra el armadillo de nueve bandas (D. novemcinctus), el cual se

ha dividido en 4 subespecies; Dasypus novemcinctus davisi, D, n fenestratus, D, n.

hopliters y D. n. mexicanus7-8.

CARACTERÍSTICAS 1NMUNOLÓGICAS DE D. novemcinctus

En el armadillo de nueve bandas M. leprae causa lesiones con características

bacteriológicas e histopatológicas semejantes a las de pacientes con lepra lepromatosa en:

piel, tejido nervioso periférico, nodulos íinfáticos, bazo, hígado, ojos y testículos9, en los

cuales forma infiltrados de macrófagos que contienen numerosos bacilos alcohol ácido

resistentes. Sin embargo, solo el 80% de estos animales pueden desarrollar una infección

diseminada, lo que sugiere que existen algunos mecanismos de resistencia en éstos.

Debido a que M. leprae no crece en medios sintéticos, el armadillo se ha utilizado para

obtener grandes cantidades de este microorganismo, lográndose de esta manera estudiar

diversas características antigénicas y metabólicas de esta bacteria10'11.,

Estudios de los nervios periféricos de D. novemcinctus9^2 infectado experimentalmente

con M. ieprae reportaron mediante microscopía electrónica que las células infectadas

fueron macrófagos, mientras que los neutrófiíos no aparecieron parasitados, y que la



composición celular de los lepromas era: macrófagos (74 7 ± 2.6%), linfocitos (13.9 +

5.7%), células plasmáticas (4 ± 0.4%) y neutrófilos (0.7 + 0.1 %)13,

Los armadillos de nueve bandas que han sido capturados en el campo presentan un

espectro de respuesta histopatológica con las dos formas polares de la lepra, la

tuberculoide y la lepromatosa, así como las manifestaciones intermedias de la

enfermedad, ¡as cuales son similares a los diferentes tipos de lepra que se han reportado

en humanos14. Además de D. novemcinctus, también se ha descrito la infección

experimental con lepra en otras dos especies de armadillos: Dasypus hybrídus (de 7

bandas15) y Dasypus sabanicola (de 8 bandas16).

De esta manera, una vez que se estableció que el armadillo de nueve bandas era

susceptible a ia transmisión experimental con M. leprae, se iniciaron los estudios sobre su

sistema inmune. Los primeros reportes17 indicaron que en la sangre de los armadillos (D.

novemcinctus) adultos sanos en cautiverio predominaban los linfocitos, y en los armadillos

silvestres los neutrófilos.

En el armadillo de nueve bandas se han logrado identificar por lo menos dos tipos de

inmunogíobulinas, que por su movilidad electroforética en geles de poíiacrilamida (PAGE)

se parecen a las inmunogíobulinas de humanos, sugiriendo que corresponden a los isotipos

Ig M e Ig G18, También se sabe que un porcentaje (9.6 ± 6.6%) de los linfocitos de sangre

periférica presentan receptores para eritrocitos de carnero (rosetas E)19, y esas mismas

células pueden ser estimuladas para transformación blastoide con mitógenos que estimulan

a los linfocitos T y B de humanos, tales como la PHA y PWM20. Los resultados de

estimulación obtenidos con estos mitógenos sugieren pueden sugerir la presencia de

diferentes poblaciones de linfocitos en los armadillos18-21 tal y como sucede en el humano.

Además, poseen receptores Fe22 y receptores para la fracción del complemento C3b22'23.



El reconocimiento de íinfocitos B ha sido posible gracias a [a detección de

inmunoglobulinas de superficie, y se ha sugerido que en anímales en cautiverio eí

porcentaje de esos íinfocitos es del 20%21.

Otras características que se han estudiado en el armadillo son: circulación fetal dentro de la

placenta, número de cromosomas, número y tamaño de vasos umbilicales, características

de la hemoglobina, estructura y desarrollo de la placenta hemocorial, glándulas adrenaies y

salivales, así como características anatómicas de piel, sistema nervioso central y aparato

reproductor24.

Además, estudios inmunohistológicos realizados en el armadiílo han permitido determinar

las características anatómicas generales de su sistema inmunológico y determinar que

posee órganos linfoides de apariencia idéntica a otros mamíferos25'26'27128.

Los estudios histopatológicos e inmunológicos de armadillos con lepra adquirida de manera

experimental sugieren que existe un defecto en la inmunidad mediada por células similar al

defecto que ocurre con la lepra lepromatosa en humanos, e investigaciones previas acerca

de la inmunidad mediada por células en armadillo se han concentrado en conocer como los

íinfocitos de sangre periférica y macrófagos responden a los diferentes antígenos de M.

leprae29. Actualmente se conoce poco sobre el papel que juegan los leucocitos

polimorfonucleares (LPMN), que son las primeras células que participan de manera

importante en la eliminación de muchos patógenos y en el desarrollo del fenómeno

inflamatorio., Puesto que las células fagocíticas juegan un papel importante en el control y/o

progreso de muchas enfermedades infecciosas30 es importante estudiar ios mecanismos a

través de los cuales participan en la respuesta inmune,, Los neutrófüos constituyen entre 60

y 75% de los leucocitos sanguíneos en la mayor parte de los carnívoros, sin embargo en

otros mamíferos como el caballo, solo representan el 50% de los leucocitos, mientras en



los rumiantes como los bovinos, ovejas y roedores de laboratorio el porcentaje es de 20 a

30%31'32
 E n ¡os armac|¡[[0S el porcentaje de neutrófilos es del 33 y 57% en condiciones de

cautiverio y silvestres respectivamente20,

Se ha visto que en pacientes con lepra lepromatosa los LPMN no parecen tener ninguno

defecto cuando son comparados con LPMN de controles normales, y aún cuando estas

céiulas muestran funciones fagocíticas normales no existe una explicación del por qué

pacientes con lepra lepromatosa muestran una devastación progresiva y una respuesta

inflamatoria deprimida, pues se ha reportado que aún cuando los fagocitos de pacientes

con lepra lepromatosa son intrínsecamente normales, su capacidad endocítica esta

disminuida por "factores" presentes en el suero de estos pacientes30

Los macrófagos y los leucocitos polimorfonucleares (LPMN) son células fagocíticas

profesionales cuya función combinada explica !a muerte de microorganismos invasores,. La

muerte de microorganismos debida a las céiulas fagocíticas depende de una variedad de

mecanismos, entre los cuales algunos son dependientes de oxígeno y otros no. Los

mecanismos dependientes de oxígeno incluyen la generación de especies de oxígeno

altamente reactivas (radicales Ubres) y el sistema de mieloperoxidasa. Entre los

mecanismos microbicidas que no dependen de oxígeno se encuentran: el medio ácido del

interior del fagoíisosoma, la actividad hidrolítica de hidrolasas acidas y neutras, el efecto de

otras proteínas catiónicas más que las enzimas hidroiíticas, y la actividad de factores que

incrementan la permeabilidad de la pared celular bacteriana33,.

FUNCIONES DE LOS LPMN

Los LPMN son liberados normalmente de la médula ósea como células maduras con la

habilidad para migrar, adherirse, fagocitar partículas y dar muerte a microorganismos,

también se ha sugerido que pueden tener efecto citotóxico sobre células tumorales34



La función primordial de los LPMN es la de fagocitosis, además de desempeñar un papel

importante en los procesos inflamatorios ya sea normales o de defensa , o anormales como

en los procesos alérgicos y enfermedades autoinmunes35, Estos eventos se caracterizan

por la infiltración de leucocitos al sitio del daño, La acumulación de leucocitos desde el

torrente sanguíneo al sitio dei daño es un proceso que comprende varios pasos y requiere

de la expresión y activación coordinada de moléculas de adhesión, así como la generación

de gradientes quimiotácticos por parte de las células del compartimento extravascular

El resultado de la interacción entre los LPMN y el microorganismo depende de la integridad

de los mecanismos de reconocimiento del fagocito hacia la partícula, opsonización sérica

del microorganismo, adhesión de la partícula a ¡a superficie de la célula, ingestión y

mecanismo microbicida en el fagocito34.

CITOCINAS

Todas las células del sistema inmune necesitan estar comunicadas entre sí para elaborar

de forma conjunta y ordenada una respuesta inmune que termine en la eliminación del

patógeno. Para ello, ias células utilizan dos medios principales de comunicación: 1) el

contacto directo mediante las distintas moléculas de membrana; y 2) la síntesis de

pequeñas proteínas que reciben el nombre genérico de citocinas. Estas proteínas son

producidas en los primeros instantes de la activación celular, alertando a las diferentes

células que poseen receptores de citocinas en la membrana de que hay una respuesta

inmune en marcha Las funciones de las citocinas son: regular la duración y la amplitud de

la respuesta inmune, tanto innata como específica; reclutar células a la zona de conflicto, e

inducir la generación de nuevas células a partir de los precursores hematopoyéticos, siendo

el objetivo primordial el de eliminar ai patógeno y reparar los tejidos dañados36,,



Si un patógeno consigue atravesar las barreras físicas y químicas de un organismo y

alcanzar un determinado tejido, se encontrará primero con los LPMN y posteriormente con

los macrófagos y los mastocitos que se localizan en ese tejido,. La unión del patógeno

provoca la síntesis de diversas citocinas,, Dentro de estas citocinas (llamadas monocinas,

ya que son producidas principalmente por células del linaje monocito-macrófago) se

encuentran la IL-1, ÍL-6, IL-8, IL-12, IL-16 y el TNF-ct.

El TNF-a es uno de los principales iniciadores de la respuesta inflamatoria, ya que actúa

sobre los vasos sanguíneos de la zona infectada, provocando un incremento del diámetro y

la permeabilidad vascular, permitiendo con ello la acumulación de inmunoglobulinas,

complemento y otras proteínas sanguíneas. Algunos de los inductores más conocidos en la

producción de TNF, son sustancias como e! LPS y ios esteres de forbol (como PMA y

TPA),

Las principales funciones biológicas del TNF a bajas concentraciones son: 1) Expresión de

nuevos receptores de superficie de las células del endotelio vascular (moléculas de

adhesión) que hacen que la superficie de estas células sea adhesiva para los leucocitos,

inicialmente para neutrófilos y subsecuentemente para monocitos y linfocitos, También

actúa sobre los neutrófilos para incrementar su adhesividad por células endoteliaies. Estas

acciones contribuyen a la acumulación de leucocitos en el sitio de inflamación, 2)

Activación de los leucocitos para una mayor muerte intracelular. Es un potente activador de

neutrófilos, pero también afecta a los eosinófilos y fagocitos mononucleares, 3)

Estimulación de fagocitos mononucieares y de otros tipos de células para producir citocinas

(IL-1, ÍL-6, el mismo TNF y quimiocinas) y 4) Efecto protector similar al del interferon contra



virus, promoviendo la expresión de moléculas del MHC clase I y potenciando la lisis

mediada por CTL de células infectadas por virus37.,

La IL-1 y la IL-6 actúan sobre distintas células, tejidos y órganos para coordinar una

reacción global de todo el organismo frente a la infección. Entre estas reacciones destacan

el aumento del catabolismo de grasas y proteínas del tejido adiposo, hepático y muscular

para inducir un aumento de la temperatura corporal (fiebre), movilización de neutrófilos de

la médula ósea y de los endotelios, y aumento de la síntesis y secreción de las llamadas

proteínas de fase aguda por los hepatocitos37'38,

En io que respecta a la IL-6, es una glucoproteína de 26 kDa que no solo se produce en los

macrófagos activados, sino también en los fibroblastos, células endoteliales, células

mesangiales, queratinocitos y iinfocitos activados. La IL-6 actúa en diversas células blanco,

entre ellas los Iinfocitos, fibroblastos y hepatocitos31 en respuesta a la IL-1 y en menor

alcance al TNF. La IL-6 puede ser detectada en el suero sanguíneo después de ¡a infección

por bacterias Gram-negativas, por la activación con TNF o IL-1 más que por LPS • .,

En LPMN de humanos se han realizado estudios que demuestran que estas células son

capaces de expresar RNAm para algunas citocinas (IL-1, IL-6, TNF, etc), sin embargo, no

existen antecedentes en lo que se refiere a la capacidad secretora de estas citocinas por

parte de los LPMN de! armadillo de nueve bandas O. novemcinctus, aunque se menciona

que el efecto de citocinas como IL-2rh, IL-6rh e IL-3rR sobre linfoblastos de armadillo es de

tipo mitogénico, siendo la ÍL-6rh la que tiene mayor efecto21, esto no es sorprendente, ya

que se ha sugerido que varias citocinas se han conservado a través de la evolución, con

similitud tanto estructural como bioquímica entre las diferentes clases de vertebrados e

invertebrados, ya que se ha detectado la presencia de factores con actividad similar a IL-1 a



y p, IL-2, INF-y, TNF-a, iL-4 e IL-6 en los sobrenadantes de cultivo de linfocitos de grupos

zoológicos como: patos, ranas, sapos, salamandras, ajolotes y chivos21.

Por todo lo anteriormente expuesto, es necesario investigar las funciones de los LPMN de

D., novemcinctus para conocer si existen deficiencias para dar muerte (capacidad

bactericida) a los microorganismos invasores o en la inducción de la respuesta inmune.

Los conocimientos logrados serán útiles para explicar las causas por las que los armadillos

son susceptibles a la inoculación experimental con M. ¡eprae. Por esta razón, en el

presente estudio nos propusimos evaluar diversos mecanismos funcionales y bactericidas

de los LPMN del armadillo de nueve bandas O. novemcinctus.
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OBJETIVO GENERAL

ESTUDIAR LOS MECANISMOS EFECTORES DE LOS LPMN DEL ARMADILLO DE
NUEVE BANDAS

OBJETIVOS PARTICULARES

1) EVALUAR LA ACTIVIDAD QUIMIOTACTICA HACIA DIVERSAS SUSTANCIAS
QUIMIOATRAYENTES

2) DETERMINAR LA CAPACIDAD FAGOCITICA CONTRA LEVADURAS
(Saccharomyces cerevisiaé)

3) EVALUAR LOS MECANISMOS OXIDATIVOS MEDIANTE LA REDUCCIÓN DEL
N1TROAZUL DE TETRAZOLIO (rNBT)

4) DETERMINAR LA ACTIVIDAD BACTERICIDA CONTRA Staphylococcus aureus

5) CUANTIFICAR LOS NIVELES DE TNF-a E IL 1 ANTE EL ESTIMULO DE ESTER DE
FORBOL MIRISTATO ACETATO (PMA) Y LIPOPOLISACARIDO BACTERIANO
(LPS)

6) DETECTAR LA PRODUCCIÓN DE IL-Ó MEDIANTE EL ESTIMULO DE PMA POR
MEDIO DE TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR (RT-PCR)



u

MATERIAL Y MÉTODOS

OBTENCIÓN DE SANGRE PERIFÉRICA26 2728

Se sangraron 10 armadillos de nueve bandas (los cuales serán mencionados en resultados y

discusión como muestra 1,2,3 etc.,) no inoculados conM lepr'ae. La obtención de sangre

se llevó a cabo mediante punción cardiaca. Los animales fueron anestesiados con Ketamina

base(ketalai, 35 mg/kg de peso) por vía intramuscular'. De cada animal se obtuvieron 1.5 mi

de sangre periférica, la cual se distribuyó de la siguiente manera: en un primer tubo que

contenía heparina (10 \x\ de una concentración de 60 Ul/ml [tubo 1]) se colocaron 3 mi de

la sangre, en un segundo tubo (tubo 2) que contenía 5 mi de la solución de

Alsever(apéndice 1,1) se adicionó 10 mi de la sangre, y los 2 mi de sangre restantes se

distribuyeron en 4 cubreobjetos previamente desengrasados. Todos las muestras se

emplearon para realizar los siguientes ensayos: I. Evaluación de la actividad quimiotáctica,

II. Determinación de la capacidad fagocítica, IIL Medición del estallido respiratorio, IV,

Determinación de la capacidad bactericida, V. Cuantificación del factor de necrosis

tumoral, VLCuantificación de IL-1 y VIL Detección molecular1 de IL-ó.,

Como grupo control para la deteiminación de fagocitosis, rNBT, capacidad bactericida y

quimiotaxis se emplearon LPMN de sangre periférica de humano.

Purificación de LPMN39

Para la purificación de LPMN se empleó el tubo que contenía 3 mi de sangre heparinizada

(tubo 1), al cual se le adicionó además 3 mi de solución de Alsever y 3 mi de solución de

dextran al 6% (apéndice 1.2). La mezcla se incubó durante 4,5 min a 37° C en una estufa

con una atmósfera de CO2 al 5% para permitir la sedimentación de eritrocitos, Después el

plasma (solución rica en leucocitos totales) se recuperó y se centrifugó a 1500 rpm durante
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8 min, se eliminó el sobrenadante y el botón celular1 se resuspendió en 5 mi de solución

salina fosfatos (PBS, apéndice 1.3). La suspensión de células se colocó en tubos cónicos

que contenían 2.5 mi de ficoll-hypaque (8=1.007 ± 0,001, apéndice 1.4), los tubos se

centrifugaron a 1500 rpm durante 30 min,. Las células de la interfase se eliminaron y se

recuperó el botón celular,.

Estas células se lavaron por centrifugación a 1500 rpm durante 8 min con 5 mí de PBS.

Finalmente, se cuantificó la viabilidad celular mediante la técnica de exclusión con azul

trip ano (apéndice 1.5 y ni. 9).

I. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD QÜIMIOTACTICA HACIA DIVERSAS

SUSTANCIAS QUIMIOATRAYENTES40

Purificación de LPMN (técnica anteriormente descrita)

Agentes quimiotácticos

1) El péptido bacteriano N-formil metionil leucil fenil alanina (fMLP) a diferentes

concentraciones (8 X 10"4 , 8 X 10"6 y 8 X 10's M [apéndice II.1])5 2) suero humano

activado con Escherichia coli (SHA) (apéndice II.2), 3) suero de armadillo activado con E.

coli (SAA)(apéndice II.2) y 4) medio RPMÍ-1640 (testigo).

Ensayo de quimiotaxis

Se llevó a cabo en placas TRANSWELL (Transwell polycarbonate membrane, COSTAR)

de 6.5 mm de diámetro y poro de 5.0 jaM.

Se adicionó al pozo interno 100 p.1 de medio RPMI-1640 y al externo 600 |j.l del mismo

para equilibrar los pozos.. La microplaca se incubó durante 30 min a 37° C en una estufa

con atmósfera de CO2 al 5%. Pasado el tiempo de incubación se eliminó el medio de ambos

pozos,. Posteriormente se adicionó al pozo interno 1 X 106 LPMN (en un volumen de 100p.l
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de medio RPMI-1640) y al pozo externo 600 ul de cada uno de los quimíoatrayentes (por

separado) o del medio RPMI-1640(testigo), inmediatamente se incubó la microplaca durante

2 h a 37° C en una estufa con atmósfera de CO2 al 5%.. Pasado el tiempo de incubación, se

recuperaron los sobrenadantes de los pozos externos en tubos eppendorf y se centrifugaron

durante 8 min a 1500 rpm, después se eliminó el sobrenadante y los LPMN se

resuspendieron en 100 JJ,1 de líquido de Turk (apéndice III. 1) y se procedió a contar el

número de LPMN de cada sobrenadante en la cámara de Neubauer

Los resultados se reportaron como índice de Migración (I.M), calculado con la siguiente

fórmula:

Migración dirigida*

I.M=

Migración al azar**

*No.. de LPMN que migraron hacia el agente quimiotáctico

** No,, de LPMN que migraron hacia el testigo (medio RPMI-1640)

Se determinó la significancia estadística mediante la prueba de U Mann-Whitney con un

valor de p<0,.05.

II. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA41

Para la determinación de la capacidad fagocítica se tomaron dos de los cuatro cubreobjetos

con sangre sin anticoagulante, los cuales se incubaron durante 45 min a 37° C en estufa con

atmósfera de CO2 al 5% para permitir la adherencia de los LPMN. Posteriormente, se

adicionaron 2 mi de solución salina balanceada de Hanks (SSBH, apéndice 1.6) para retirar'

el coágulo formado, se continuó con 5 lavados de 2 mi de SSBH para eliminar1 el exceso de

eritrocitos.



Ya finalizados los lavados, los cubreobjetos con los LPMN fueron colocados en una caja

Petti con medio mínimo esencial (MEM) adicionado con 10% de suero fetal de ternera

(SFT) y 1 mi de levaduras de pan {Saccharomyces cerevisiae) opsonizadas con suero de

aimadillo y/o humano (apéndice IL3). Posteriormente, las cajas Petri conteniendo los cubre

objetos se incubaron a 37° C en estufa con atmósfera de CO2 al 5% durante 60 min, los

cubreobjetos se lavaron con SSBH para eliminar el exceso de levaduras y se llevó a cabo

una tinción de los cubreobjetos con el colorante de Wright al 2% (apéndice III. 1) durante 3

min. Las muestras se observaron en un microscopio óptico., Se determinó el porcentaje de

células que ingirieron levaduras (capacidad fágocítica) en un total de 100 LPMN.. La cuenta

se hizo por duplicado.

La significancia estadística se calculó mediante la prueba de U Mann-Whitney con un valor

dep<0.05.

III. MEDICIÓN DEL ESTALLIDO RESPIRATORIO MEDIANTE LA

REDUCCIÓN DEL COLORANTE NITROAZUL DE TETRAZOLIO (NBT)41

El estallido respiratorio es un mecanismo que emplean las células para la destrucción de

microorganismos mediante la producción de intermediarios de oxígeno (singletes de

oxígeno, radical super óxido, peróxido de hidrógeno y radicales hidroxilo). El nitroazul de

tetrazolio (NBT) es un colorante que compite por los electrones producidos durante el

estallido respiratorio, reacción que se puede detectar mediante un cambio de color del NBT,

el cual en su estado oxidado es amarillo y al captar los elctrones pasa a un estado reducido,

tomándose a un color azul o morado, lo que finalmente provoca la precipitación del NBT

en forma de sales de formazán.,

Para la medición del estallido respiratorio se emplearon dos cubreobjetos con sangre sin

anticoagulante, en los cuales se permitió la adherencia de los LPMN mediante el
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procedimiento ya descrito en el punto II, Posteriormente, los cubreobjetos con LPMN ya

libres de eritrocitos se colocaron en una caja Petri y se adicionaron 2 mi de medio MEM

adicionado con SFT al 10%, 1 mi de levaduras opsom'zadas (relación 10:1) y 1 mi de NBT

(0.2%, apéndice III.2),. Los cubre objetos se incubaron a 37° C en estufa con atmósfera de

CO2 al 5% durante 60 min., Finalizado el tiempo de incubación, los cubreobjetos se lavaron

para eliminar el exceso de colorante y levaduras. Posteriormente, se realizó una tinción con

safranina (0.5%, apéndice III.3) durante 5 min, el exceso de colorante se eliminó mediante

lavados con SSBH y se dejó secar a temperatura ambiente,, Finalmente, se determinó el

porcentaje de células que realizaron la reducción del colorante NBT en un total de 100

células que ingirieron las levaduras adicionadas. La lectura se hizo por duplicado,,

Se determinó la significancia estadística mediante la prueba de U Mann-Whitney con un

valor de p<0.05.

IV. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD BACTERICIDA CONTRA

Staphylococcus aureusA

Purificación de LPMN. Técnica anteriormente descrita, pero los LPMN fueron finalmente

resuspendidos en RPMI-1640 con gelatina al 0.1% (apéndice IV..2).,

Bacterias

Las bacterias {Staphylococcus aureus) se hicieron crecer en medio BHI (apéndice II .4)

durante 24h a 37°C, posteriormente se ajustaron de forma visual al tubo 1 del nefelómetro

de McFarland43, el cual índica que se tienen 3 X 10 bacterias por cada mi. Después se

centrifugaron por 15 min a 3500 rpm y el botón se resuspendió en RPMI-1640 con gelatina

al 0.1%,,

Preparación de las placas de agar soya tripticasa (apéndice IV.3).
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Opsoninas

Como agente opsonizante se empleó suero descomplementado de armadillo y/o humano,

diluidos 1 10,000 con medio RPMI-1640 con gelatina al 0.1%.

Ensayo de la capacidad bactericida

Se adicionaron a cada tubo 1 X 106 LPMN (100u.l), 10 X 106 bacterias (100 u,l) para tener

una relación de 10 bacterias por cada LPMN y suero descomplementado de armadillo y/o

humano (por separado [50 u.1]) diluido Ir 10,000 con RPMI-1640 con gelatina al 0.1%, todo

esto en un volumen final de 250 p l Los tubos se centrifugaron durante 5 min a 500 rpm y

posterioimente se incubaron (0, 30, 60 y 120 min) a 37°C Finalizado cada periodo de

incubación se tomó lfil de la mezcla fagocítica de cada uno de los tubos y se adicionaron

999 u.1 de agua, se agitaron los tubos en vortex y se sembraron 10u-l de cada tubo en una

placa de agar soya tripticasa por duplicado. Las placas de agar soya tiipticasa se incubaron

a 37° C durante 24 h. El número de bacterias viables se determinó por conteo de colonias

en un analizador de imágenes (Multilmage™ Light Cabinet, Alpha Innotech Corp,,).

Como control se realizó una cinética de tiempo de incubación contra porcentaje de muerte

bacteriana intracelular, incubando las bacterias con suero de armadillo y/o humano (por

separado) durante 0, 30, 60 y 120 min.

Los resultados se reportaron como porcentaje de muerte intracelular (% MI) con las

siguiente fórmula:

No. bacterias al tiempo 0 - No,, bacterias (30, 60 y 120 min)
% de MI= : X 100

No. de bacterias al tiempo 0
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Se determinó la significancia estadística mediante la prueba de U Mann-Whitney con un

valor de p<0,.05,

V. CUANTIFICACION DE UN FACTOR CON ACTIVIDAD SIMILAR AL

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL a (TNFa)44.

Se determinó la capacidad de los LPMN para producir TNFa e IL-1 ante el estímulo de

lipopolisacáiido bacteriano (LPS), acetato de forbol miristato (PMA) y la combinación

LPS/PMA de la siguiente manera:

Purificación de LPMN (técnica anteriormente descrita)

Cultivo de LPMN para la producción de TNFa

Se colocaron en cada pozo de una microplaca de 24 pozos lxlO6 LPMN y diferentes

concentraciones de los distintos inductores: LPS (lfig/ml, apéndice ÍI.,5), PMA (25, 50, 75

y 100 ng/ml, apéndice H.6) y LPS+PMA (l¡ig/10ng/ml). La microplaca se incubó a 37° C

en estufa con atmósfera de CO2 al 5% durante 24 h. Después se recuperaron los

sobrenadantes del cultivo por centrifugación a 1500 rpm durante 8 min y se congelaron a

-70° C hasta el momento de su uso..

Cuantificación de TNF-a.

Para la cuantificación de TNFa se realizó el bioensayo de citotoxicidad en células L-929,

debido a que estas células son sensibles al TNF.

Cultivo de células L-929.

El bioensayo más comúnmente empleado para medir TNF-a o TNF-p utiliza la acción

citotóxica que tienen estas citocinas sobre la línea celular L-929 (ATCC, Rockville, M.D.),

la cual es una línea de fibroblastos de ratón adulto C3H .

Las células L-929 se cultivaron en botellas de 25 cm2 con medio RPMI-1640

complementado(apéndice IV.4) y mantenidas a 37° C y atmósfera de CO2 al 5%
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Tripsmización de células L-929.

Las células L-929 conservadas en botellas de 50 mi se lavaron 2 veces con SSBH, después

del último lavado, a las células se les adicionaron 3 mi de tripsina (apéndice 1.7), la botella

se incubó a temperatura ambiente por 60 seg, en seguida se eliminó la tripsina y se

adicionaron 5 mi de RPMI-1640, despegando la capa celular mediante un fuerte golpe. La

suspensión celular' se recuperó centrifugando a 1500 rpm durante 8 min, se eliminó el

sobrenadante y el botón celular se resuspendió en 2 mi de RPMI-1640 fresco,

posteriormente se contó el número de células mediante la técnica de exclusión con azul

tripano., La suspensión celular se ajustó a 2 x 105 células/ml

Cultivo de células L-929 en placas de poliestireno.

Se depositaron lOOjil (2x104 células/pozo) de la suspensión celular en cada pozo de una

microplaca de 96 pozos de fondo plano. La microplaca se incubó durante 24 h a 37° C en

estufa con atmósfera de CO2 al 5% para permitir la adherencia de las células en ía

superficie de la microplaca.

Detección de TNF-a.

Pasado el tiempo de incubación, se eliminó el medio de los pozos de la microplaca de 96

pozos, posteriormente se adicionaron lOOfjl de los sobrenadantes del cultivo de LPMN de

armadillo que fueron estimulados con los diferentes inductores y 100u.l del medio de

cultivo RPMI-1640 complementado con SFT al 10% y actinomicina D (1 jag/ml, apéndice

IV.5), el análisis de cada muestra se realizó por triplicado. Se realizó también una curva

tipo de TNF-a mediante la adición de TNPrR para determinar la concentración del mismo

en los sobrenadantes de los LPMN de armadillo activados con los diferentes inductores., La

microplaca se incubó durante 24 h a 37° C en estufa con atmósfera de CO2 al 5%, Después
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del periodo de incubación, se eliminó el sobrenadante y se adicionaron a cada pozo 100p.l

de metanol durante 7 min a temperatura ambiente para fijar las células, en seguida se

eliminó el exceso de metanol y se agregó a cada pozo 50 ul de una sal de cristal violeta al

2% (apéndice III.5). La microplaca se incubó por 10 min a temperatura ambiente, después

se decantó el colorante y se lavó cinco veces con 200 jal de PBS/pozo para elimina: el

exceso de colorante., Ai terminar' los lavados, se adicionaron 100 jal/ pozo de ácido acético

al 3.3% (apéndice 1.8), se agitó la microplaca hasta que se logró la extracción total del

colorante. Por último, la lectura de la microplaca se hizo en un lector de ELISA a una

longitud de onda de 660 ron. Los resultados fueron expresados en unidades de TNF,

calculados a partir del porcentaje de citotoxicidad obtenido sobre las células L-929 con

medio de cultivo solamente (controles).

(1 Unidad de TNF- 50% de citotoxicidad celular)

% de citotoxicidad= 100 - Porcentaje de sobrevivencia*

As 600 nm del blanco 100% de sobrevivencia
""Porcentaje de sobrevivencia=

As del problema X

VI. DETECCIÓN Y CUANTIFICACION 0E UN FACTOR CON ACTIVIDAD

SIMILAR A LA INTERLEUCINA 1 (IL-1)39 EN EL SOBRENADANTE DEL

CULTIVO DE LPMN DE ARMADILLO

Purificación de LPMN de armadillo

Técnica anteriormente descrita.

Cuantificación de IL-1

Se llevó a cabo mediante el ensayo de proliferación de timocitos de ratón de la siguiente

manera:
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Se extrajeron los timos de 4 ratones de la cepa C 57 de 6 a 10 semanas de edad, los timos se

maceraron cuidadosamente (empleando medio RPMI-1640), la suspensión celular1 se pasó a

un tubo de 15 mi y se adicionaron 10 mi de medio RPMI-1640. El tubo se centrifugó a

1500 rpm durante 8 min, se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron los timocitos en

medio fresco. En seguida se contaron las células mediante la técnica de exclusión con azul

txipano y se ajustaron a 40xl06 células/ml y se adicionaron alicuotas de 100 ¡al (4X106

células/pozo) en cada pozo de una microplaca de 96 pozos de fondo plano y se agregaron

50 ul de fitohemaglutinina (Phaseoius vulgaris) a una concentración submitogénica (0.1

p.g/ml)(apéndice II.8), la placa se incubó 24 h a 37° C en una estufa con atmósfera de COi

al 5%. Pasado el tiempo de incubación se lavaron dos veces las células con SSBH IX, se

adicionaron 150 ul de medio fresco y 50 ul de los sobrenadantes de los LPMN de armadillo

activados previamente con LPS (lug/ml), PMA (10 ng/ml) y LPS/PMA (lug/lOng/ml), así

como concentraciones conocidas de IL-1 para realizar una curva tipo (adicionando 50 pl de

las diferentes concentraciones de IL-1: 0, 1, 5, 10, 15 y 25 pg/ml), todo en un volumen final

de 200 ul Cada muestra se analizó en la placa de 96 pozos por triplicado,,

La placa se incubó durante 48 h a 37° C en una estufa con atmósfera de CO? al 5%. La

proliferación celular se determinó mediante el ensayo colorimétrico con

MTT(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5difeniltetrazolio).

Ensayo colorimétrico con MTT39

Terminado el tiempo de incubación, la microplaca se centrifugó 8 min a 1500 rpm, se

eliminó el medio de cultivo y se adicionaron 180 \ú de medio fresco y 20 \i\ de MTT

(apéndice III..5). La microplaca se incubó por 4 h a 37° C en una estufa con atmósfera de

CO2 al 5%., Finalizada la incubación, la microplaca se centrifugó 8 min a 1500 rpm, se
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eliminó el sobrenadante y posteriormente se hicieron 2 lavados con 100 jal de Alsever;

después se adicionaron 200 \ú de SDS al 3% (apéndice III.2) para disolver1 los cristales de

formazán, Se centrifugó la placa 10 min a 3000 rpm y se transfirieron 300 ^1 de los

sobrenadantes a una celda para su lectura a 570 nm en un espectrofotómetro (HeíUos.

UNICAM).

VII. DETECCIÓN MOLECULAR DE IL-6 POR RT-PCR EN LEUCOCITOS

TOTALES DE ARMADILLO ESTIMULADOS CON PMAYPHA.

Cultivo de LPMN en presencia de PMA y/o PHA y ensayo de RT-PCR Técnica de RT-

PCR46

Para la obtención del RNAm, los LPMN (1X106) se recuperaron en tubos eppendorf

después de 4h de estímulo con PMA (lOng/ml) y/o PHA (10 ng/ml), a cada tubo se les

adicionó 0.8 mi de la solución Tripure™ (Boehringer, Mannheim), se agitaron

vigorosamente y se incubaron 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron

160 p,l de cloroformo, los tubos se agitaron vigorosamente y se incubaron por 15 min más a

temperatura ambiente, pasado el tiempo de incubación los tubos se centrifugaron a 12000

rpm durante 15 min a 4o C. La fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo y el RNA se

precipitó con 0.4 mi de isopropanol; el tubo se centrifugó nuevamente a 12,000 rpm

durante 10 min a 4o C.

El RNA precipitado se lavó con 0.8 mi de etanoí al 75% y se solubilizó en agua tratada con

dietilpirocarbonato. Después se analizó la integridad del material genético en un gel de

agarosa al 0.8% (apéndice 1.9). Una vez llevado a cabo lo anterior, se procedió a la

obtención del cDNA a partir del RNA obtenido mediante transcriptasa reversa empleando

el kit comercial lst Strand cDNA synthesis (AMV, Boehringer, Mannheim). El cDNA
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obtenido se amplificó mediante PCR en un termociclador (PTC-100, MJ Research)

utilizando iniciadores específicos para la detección de IL-6h (apéndice II.9) e IL-lh

(apéndice II10).

La reacción se llevó a cabo en un volumen ñnal de 50 \il, conteniendo: 0.1 uM de

oligonucleótidos, 250 uM de las bases, buffer de reacción IX, 3 mM de MgCk» 3 UI de

Taq DNA polimerasa y 8(4.1 del cDNA La mezcla de reacción se sometió a 3 min de

desnaturalización a 95° C seguido de 40 ciclos de amplificación con las siguientes

condiciones: Desnaturalización 1 min a 95° C, 1 min para alineación a 60° C, elongación

durante 3 min a 70° C y una extensión final de 5 min a 72° C. El producto de la

amplificación se observó en un gel de agarosa al 2% (apéndice 1.10) teñido con bromuro de

etidio (apéndice III.6).



RESULTADOS

I. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD QUEVIIOTÁCTICA HACIA DIVERSAS

SUSTANCIAS QUEVIIOATRAYENTES

Se determinó el índice de migración (I.M) de LPMN de armadillo identificándose el

número de células que atraviesan una membrana ante diversos agentes quimioatrayentes,.

Cada uno de los agentes quimiotácticos que se muestran en la Tabla 1 se empleó de manera

individual, no se hicieron mezclas..

Los resultados de migración se muestran en la tabla L Los LPMN de armadillo presentaron

una actividad de migración tanto hacia el suero de armadillo estimulado con £., coli (SAA)

(5 164 ± 1.35) como al fMLP a las concentraciones de 8 X I O Í M (1.433 ±0.18), 8x 10"6M

(1 331 ± 0.12) y 8 x 10'8 M (1.009 ± 0 17),. En contraste, el empleo de suero humano

estimulado con E coli (SHA) no induce una actividad de migración de los LPMN de

armadillo hacia este (0 567 ± 0.18)

Una observación interesante fue que el SAA induce una mayor migración de LPMN de

humano (34.39.5 ± 6.46) que su propio suero homólogo (22.193 -± 1.74) (Tabla 1).

TABLA 1. índice de Migración (EVI) de LPMN de armadillo y de humano hacia

diferentes quimioatrayentes.

Agente quimiotáctico

Suero humano activado con
E. coli (SHA)
Suero de armadillo activado
con£. coli (SAA)
FMLPb8xl0"4M

FMLP 8xl0"bM

FMLP 8xl0" sM

LPMN de armadillo3

(EVI)
0.567 ±0 18*

5 164 ±1.35*

1433 ±0.18*

1.331 ±0 12

1.009 ±0.17

LPMN de humano*
(EVI)

22 193 ± 1 74*

34.395 ±6.466*

3.514 ±0.660*

2.981 ±0.682

0 886 ±0 190

a índice de migración representado por la media ± el error estándar'
b Péptido fbrmil metionü leucil fénil alanina
* Diferencia estadisticamente significativa (p< 0,05)
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n. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA

El porcentaje piomedio de fagocitosis en LPMN de armadillos fue del 57%, y los rangos

fueron de 35,8 a 78 2 %, mientras que en LPMN de humano fue del 70.9% y los rangos

fueron de 61.4 a 80,4%. El análisis estadístico mostró que al comparar estos dos grupos no

hubo ninguna diferencia en el porcentaje de fagocitosis (Tabla 2)..

Sin embargo, cabe señalar1 que 4 armadillos presentaron un porcentaje de fagocitosis menor-

ai 50 %, a diferencia de lo que ocurrió en humanos, en donde se observó que todas las

muestras presentaron porcentajes mayores del 50 %

TABLA 2. Porcentaje de fagocitosis3 de LPMN de armadillo y humano

No. de

muestra

l

2

3

4

5

6

7

8

9

10

X

e.,s

de

% de fagocitosis en

LPMN de armadillo

24 5

25.5

45

45

59

66

70 5

71

78.. 5

85

.57

6.64

21.2*

% de fagocitosis en

LPMN de humano

56,5

67

72..5

75.5

77

58

64

88

76

74

70.9

3,0

9 5*

a Fagocitosis de S cerevisiae (opsonizada) e.s erroi estándar d.e desviación estándar
x media *No existe diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos
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III. MEDICIÓN DEL ESTALLIDO RESPIRATORIO MEDIANTE LA

REDUCCIÓN DEL COLORANTE NITROAZUL DE TETRAZOLIO (rNBT)

Se determinó el porcentaje (%) de reducción del colorante nitroazul de tetrazolio de LPMN

de armadillo y humano aparentemente sanos mediante la técnica de adherencia en

cubreobjetos

El porcentaje promedio de rNBT en armadillos fue del 70 55% y los rangos fueron de 51.7

a 89 3 %, mientras que en humano fue de 85 5% y los rangos fueron de 78 1 a 92.9%. El

.análisis estadístico mostró una diferencia significativa (p<0.05) entre estos dos grupos

(Tabla 3)

Cabe señalar' que en 4 armadillos, el porcentaje de rNBT fue menor del 70 % Al identificar'

a estos animales, se observó que dos de ellos mostraron porcentajes bajos de fagocitosis

(25.5 y 24 5 %) (Tabla 4), mientras que otros animales mostraron una baja actividad

fagocítica con un aumento en la rNBT.

TABLA 3. Porcentaje de reducción de NBT de LPMN de armadillos y humanos

No. de
muestra

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
X

e..s
d.e

% de rNBT en
armadillo

81.5
48.. .5
45
7.5

86
67
42
83

93.5
84

70 5 '

5.9
18.8

% de rNBT en
humano

84.5
84 5
75
76

92 5
81

93 5
83

97.5
88

85 5'

2.3
7.4

* Diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos (p<0.05)
e.s enor estándar d.e desviación estandai x inedia
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TABLA 4, Porcentaje de fagocitosis y reducción de NBT de LPMN de armadillos

No. de
muestra

1

2

-y

4

5

6

7

8

9

10

X
d.e
e.s

Porcentaje de
fagocitosis

24 5

25 5

45

45

59

66

70 5

71

78.5

85

57
21.2

6,64

Porcentaje de
rNBT

81 5

48.5

45

75

86

67

42

83

93.5

84

70.5
18,8
5.9

e.s error estándar x media d.e desviación estándar

TV. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD BACTERICIDA DE LPMN CONTRA

Staphylococcus aureus

La capacidad bactericida de los LPMN de armadillo se determinó mediante su capacidad

para destruir a S. aureus en diferentes periodos de tiempo (0, 30, 60 y 120 min de

incubación), esta se comparó con la capacidad bactericida de los LPMN de humanos

Primero se llevó a cabo una cinética de tiempo para determina!' el efecto del suero (de

armadillo y humano) sobre la viabilidad de S. aureus (Fig 1) Los resultados mostraron que

el suero de armadillo ejerce un débil efecto inhibidor sobre la viabilidad de S. aureus a los

60 y 120 min de incubación, mientras que el suero de humano no mostró este efecto, sin

embargo cabe señalar que no hubo una diferencia estadística significativa entre ambos



grupos

Posteriormente se determinó la capacidad bactericida de los LPMN de armadillo y humano

hacia S.. aureus opsonizada con el suero homólogo de cada una de las especies Los datos

se reportaron como porcentaje de muerte intracelular (% MI).

Los resultados mostraron que la capacidad bactericida de los LPMN de armadillo fue

menor que la de humano a los 30 y 60 min de incubación (figura 2). Sin embargo, esta

diferencia no fue significativa entre ambos grupos, aunque es importante señalar1 que ¡a

tendencia de la capacidad bactericida de los LPMN de armadillo fue mantenerse constante

entre los 30 y 60 min, y posteriormente aumentar el %MI entre íos 60 y 120 min, mientras

que en humano la capacidad bactericida se mantuvo constante a través del tiempo, aunque

no hubo diferencia estadística significativa
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Fig. 1 Efecto del suero de armadillo sobre la cinética de viabilidad de S. aureus Las

bairas representan la media y desviación estándar de la viabilidad de S., aureus después de la

incubación con LPMN de armadillo (A) o humano (•) a los 30, 60 y 120 min
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Fig. 2. Porcentaje de mortalidad de S. aureus por LPMN de armadillo y humano Las

barras representan ía media y desviación estándar del porcentaje de mortalidad de S. aureus

después de la incubación con LPMN de armadillo (•) o humano (•) a los 30, 60 y 120 min.

V, CUANTIFÍCACION DE UN FACTOR CON ACTIVIDAD SIMILAR AL TNF

La detección de un factor con actividad similar al TNF en los sobrenadantes de cultivo de

LPMN de armadillo estimulados con LPS (lu.g/ml), PMA (25, 50, 75 y 100 ng/ml) y la

mezcla LPS+PMA (1 p.g/10 ng/ml) fue evaluado mediante su efecto citotóxico sobre

células L-929. La sensibilidad de las células L-929 al TNF fue determinada mediante una

curva tipo de TNF recombinante de ratón, como se observa en las Figuras 3 y 4,

Los sobrenadantes de LPMN de armadillos estimulados con LPS no mostraron actividad

citotóxica sobre las células L-929 (tabla 5). Sin embargo, el PMA mostró tener un efecto

sobre la producción de TNF, ya que la producción de este factor fue dosis dependiente de la

concentración de PMA 25 ng/ml producen una actividad citotóxica del 22%, 50 ng/ml
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producen una actividad citotóxica del 33 9%, 75 ng/ml producen una actividad citotóxica

del 50 98% y 100 ng/ml producen una actividad citotóxica del 58.35%, la mezcla

LPS(l(j,g/ml) y PMA(10 ng/ml) solo produce un 28 85% de citotoxicidad (tabla 5).

Otros inductores de TNF fueron analizados para demostrar1 su capacidad de estimular a los

LPMN de armadillo y producir un factor con actividad de TNF, medida por citotoxicidad

sobre células L-929 (Tabla 6)

Todas las citocinas empleadas en este estudio mostraron una activación de los LPMN para

la producción de un factor similar al TNF, aunque el mayor efecto se obtuvo con el TNFrR

a diferentes concentraciones (Tabla 6), el cual muestra un efecto dosis dependiente
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Fig. 3. Curva tipo de TNF. Las células L-929 fueron incubadas con diferentes

concentraciones de TNF, después de 24 h de incubación a 37° C se determinaron los

valores de absorbancia mediante la tinción con cristal violeta.. Las barras representan la

media y desviación estándar de cada concentración..
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Fig. 4. Porcentaje de citotoxicidad de TNF en células L-929 Las células L-929 fueron

incubadas con diferentes concentraciones de TNF, después de 24 h de incubación a 37° C

se determinaron los porcentajes de citotoxicidad mediante la tinción con cristal violeta. Las

barras representan la media y desviación estándar de cada concentración..

Tabla 5. Porcentaje de citotoxicidad y concentración de TNF producido por los

LPMN de armadillo estimulados con diferentes inductores

Inductor

Medio

LPSb

PMAC

lj^g/ml

25 ng/nil
50 ng/ml
75 ng/ml

100 ng/ml

+• PMA (10 ng/ml)

Porcentaje de
citotoxicidad3

5 11 ±

2.68 ±

22.0
33.9 ±
50 98 ±
58 35 ±

28.85 ±

1.4

0.5

3.6
4.7
2..0

5 98

Concentración de
TNF pg/mla

6 0 ±5 25

55 + 50

195
45 0 ± 1 1 5
115.0 ±12 0
150.0 ±11.0

12 5 ± 6.6
i

«Representado por la media + ía desviación estándar b Lipopoüsacárido bacteriano (E.. coli) c Acetato cié forbol miristato



Tabla 6. Porcentaje de citotoxicidad y concentración de TNF de sobrenadantes
de LPMN de armadillo estimulados con diferentes citocinas recombinantes de
humano y/o ratón.

INDUCTOR

IL-2ih 1 ng/ml

IL-3rR 2.5 ng/ml

INF-yrh 100 pg/ml

TNFrR (pg/ml) 0 005
0,062
0.12.5
0 25
0 5

62 5
12.5 0
250 0
500 0

n

4

4

- i

1
2
2
2
4
2
2
2
4

% de citotoxicidada

en células L-929
22.19 ±4 14

21 84 ±5.8

30 07 ±7.72

29 43 ± 0.09
42,30 ± 11.4
44 77 ± 12.81
51 48 + 2 87
65 55 ± 7.79
80 32 ± 1.37
82.9 ± 2.26
78.89 + 0.09
75.67 ± 6 64

Concentración1* de TNF
(pg/ml)

.9.75 ± 5.75

9.75 ± 6.5

12 5 ± 6.75

12.5 ± 0
40.0 ± 7.5
45 0± 7.75
60.0 ± 5.75
87 ..5+ 6.75

200.0+ 5 2
275.0 ± 5 5
175.0 ± 0
100.0+ 6 5

a Porcentaje de citotoxicidad representado por la media (x) y desviación estándar ( d e )
b Concentración de TNF representada por la media (x) y desviación estándar (d.e)
c Lipopolisacárido (E coli)
d Ester de forbol miristato acetato

VI. CUANTIFICACION DE UN FACTOR CON ACTIVIDAD SIMILAR A LA Et-1

Sobre la búsqueda de un factor con actividad similar- a la IL-1, los sobrenadantes de LPMN de

armadillo estimulados con LPS (1 H-g/ml), PMA (10 ng/ml) y la combinación LPS (1 (J.g/ml)+

PMA (10 ng/ml) se pusieron en contacto con los timocitos de ratón, los resultados mostraron que

estos sobrenadantes no indujeron la proliferación de los timocitos de ratón, a diferencia de lo

observado con la EL-lih (fig. 5 y tabla 7 )
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Fig. 5. Curva tipo de IL-1. Los timocitos de ratón se pusieron en contacto con la TL-

lrh a diferentes concentraciones, y después de 24 h de incubación a 37° C, la absorbancia fue

medida mediante la reducción del colorante MTT

Tabla 7. índice de proliferación de timocitos de ratón con diferentes

inductores de la producción de IL-1

INDUCTOR

Células con medio

Células con PHA*

LPS1

PMÁ¿

LPS'/PMA'

ÍNDICE DE
PROLIFERACIÓN11

0.927 ± 0 086

0.871 ±0.103

0,186 + 0.026

0.208 ± 0 028

0 208 ± 0 025

a Los valores de índice de proliferación representan la media ± la desviación estándar
*Phaseolus vulgaris
1 Lipopolisacárido bacteriano de E. coli (1 |ig/ml)
2 Ester de forbol miñstato acetato (10 ng/ml)



Debido a que no se logró demostrar ía presencia de un factor con actividad similar a la'IL-1

mediante el bioensayo, se decidió investigar la presencia de RNAm para EL-1. Para ello, se

realizó la extracción de RNA total a partir de lxlOó leucocitos de armadillo (Fig. 6), en la cual se

observan dos bandas que corresponden al RNA total, una de 2,027 pb y otia de 1,178 pb.

El RNA total fue empleado para obtener DNA copia (cDNA) mediante transcriptasa reversa, y

posteriormente este cDNA se utilizó para PCR en la búsqueda de RNAm para ÍL-1 empleando

iniciadores específicos para EL-1 humana, ios cuales amplifican para un fragmento de 491 pb.

Los resultados se muestran en la fig. 7, en la cual se observa el RT-PCR del RNA de ios

leucocitos totales de armadillo activados con PMA (carril 1) y PHA (carril 2) los cuales presentan

una banda similar1 al control positivo de IL-lh (canil 4).

1 2 3 pb

Fig. 6. Corrimiento eiectrofbrético del RNA total de 1 x 106 leucocitos de armadillo (carriles 1,2
y 3) en el cual se observan dos bandas que corresponden al RNA total, una de 2,027 pb y otra de
1,178 pb



VIL DETECCIÓN MOLECULAR DE IL-6 POR RT-PCR EN LEUCOCITOS TOTALES

DE ARMADILLO ESTIMULADOS CON PMA Y PHA

Un millón de leucocitos de armadillo fueron estimulados con PMA y/o PHA por 4 h a 37° C,

posteriormente se recuperaron las células y se les adicionó Tripure™, a partir del RNA de los

leucocitos de armadillo y mediante RT-PCR se obtuvo el cDNA, el cual se utilizó para la

búsqueda de RNAm para IL-6, Para ello se emplearon iniciadores para IL-6 humana, la cual

amplifica para un fragmento de 628 pb Los resultados se muestran en la fíg. 8, en la cual se

observa que los leucocitos de armadillo estimulados con PHA amplificaron un fragemento de 628

pb, sin embargo otra banda menor de 500 pb fue observada en los leucocitos estimulados con

PMA y con PHA también.,
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Fig. 7. RT-PCR del RNA de leucocitos de armadillo activados con PMA y/o PHA
El RNA total de leucocitos activados con PMA (carril 1) t> PHA (carril 2) se empleó para
obtener cDNA mediante transcriptasa, y después mediante PCR se reaiizó ia búsqueda de
RNAm para IL-1 (carril 4), mostrando que con ambos inductores se amplificó un fragmento
de 491 pb

250

Fig. 8. RT-PCR del RNA de leucocitos de armadillo activados con PMA y/o PHA
A partir del RNA de 1 x 106 leucocitos de armadillo estimulados con PMA (carril 1) y/o
PHA (carril 2) durante 4 h a 37° C y mediante RT-PCR se obtuvo el cDNA, el cual se
empleó para la búsqueda de RNAm para IL-6 (canil 4), observando que los ieucocitos
activados con PHA amplificaron un fragmento de 628 pb

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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DISCUSIÓN

Como se describió en la introducción, D. novemcinctus es un modelo útil en el estudio de la lepra, sin

embargo, sus mecanismos inmunológicos aún son poco conocidos.. M. leprae es el agente etiológico de

la lepra, es una bacteria intracelulai obligada que crece dentro de los macrófagos, por lo que una

deficiencia en los mecanismos bactericidas de estas células podría dar la pauta para el crecimiento y

mantenimiento intracelular de esta bacteria.

Los macrófagos, los monocitos y los neutrófilos pertenecen a la estirpe mieloide y su principal función

es ía eliminación de bacterias patógenas que han invadido el torrente circulatorio, tejidos y órganos

Por un lado, ía detección de una deficiencia en los mecanismos de fagocitosis en los LPMN de D.

novemcinctus puede reflejar una deficiencia en la actividad de toda la estirpe mieloide y por otro lado,

las células de esta estirpe son la primera línea de defensa contra diferentes patógenos, las cuales

inician ía producción de atocinas proinflamatorias, por lo que una deficiencia de estas llevaría a una

menor respuesta contra el patógeno, sin embargo, aún se desconoce mucho acerca de los mecanismos

de la actividad fagocítica de los LPMN.

Los primeros estudios realizados para demostrar la presencia de los elementos celulares de ía respuesta

inmunológica en sangre periférica de armadillos silvestres muestran que poseen 35% de neutrófilos,

0 7% de monocitos, 4% de eosinófilos, 0 7% de basófilos y 52% de linfocitos47

En un reporte posterior, Guerra-Infante21 analizó el porcentaje de leucocitos en armadillos en

cautiverio mediante citometría de flujo, encontrando que la distribución celular1 de los leucocitos de

sangre periférica de D. novemcinctus de acuerdo a los datos de tamaño y granularidad es en promedio

del 28 04% de linfocitos, 54.6% de leucocitos polimorfonucleares y 5,8% de monocitos. Esto muestra

que ios LPMN en los animales en cautiverio se encuentran en mayor número que el resto de los

íeucocitos.

Los LPMN son la primera línea de defensa que participa en la eliminación de bacterias mediante sus

principales funciones fagocitai, destruir y liberar factores quimiotácticos y citocinas durante un

proceso infeccioso

El movimiento o sentido direccional de las células es necesario para detectar morfogenes que

controlan la diferenciación y sustancias atrayentes que dirigen la migración celular, como en el

proceso de quimiotaxis .. El complejo proceso de migración direccional involucra no soío ía

recolocación sino también la orientación de las células a lo largo del gradiente del quimioatrayente,

esto requiere que la célula detecte exactamente la dirección del agente quimiotáctico y discrimine

entre pequeñas diferencias en la concentración del mismo 9? „ El péptido quimiotáctico sintético
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formil metioni] leucil feni! alanina (fMLP) y otros Iigandos de neutrófilos, tales como ía IL.-S, el

fragmento C5a del complemento, CGM-SF, PAP, PMA, zimosan opsonizado y el LB*"1 son

ampliamente usados como modelos de quimioatrayentes para neutrófilos de mamíferos3'1.

Se ha reportado que la respuesta de los LPMN hacia estos agentes quimioatrayentes varía de acuerdo a

los diferentes diferentes grupos zoológicos.

En la tabla 8 se describe el efecto de diferentes quimioatrayentes sobre los leucocitos de varios grupos

zoológicos descritos en la literatura y los resultados obtenidos en este trabajo, observando que el

péptido bacteriano fMLP tiene mayor efecto sobre los LPMN de ratón50'53 y humano, pero no sobre los

leucocitos de perro30. En los leucocitos de armadillo la respuesta quimiotáctica hacia el fMLP es muy

tenue, además de ser dosis dependiente, lo cual sugiere que los receptores son de baja afinidad para el

fMLP, comparado con la de ratón o humano, pero con mayor respuesta en comparación con los LPMN

de perro

Tabla S. índices de migración (LM) de leucocitos polimorfonucleares de diferentes grupos zoológicos hacia

diferentes factores quimlotácticos.

Grupo zoológico

Ratón

Conejo

Cerdo

Cobayo

Humano

Ratón

Perro

Humano

Armadillo

(D. novemcinctus)

Factor quimiotáctico

fMLP¿(1x10"'M)

hC5a°(1x10"'M)

hC5a (1x10'7M)

hC5a (lx10"7M)

hC5a (1x10"8M)

fMLP( 1x1(TM}

fMLP(1x10-7M)

*SHA*

*SAAS

*fMLP(8x10"4M)

*fMLP (8x10"s M)

*fMLP(8xirr8M)

"SHA4

*SAA5

*fMLP(8x10*4M)

*fiVlLP(8xiO-6M)

*fMLP(8x10"8M)

I.M1

35

2.9

2 3

21

2.7

3.14

0

22.19 ±1.74

34 39 ± 6.46

3..51 +0..66

2.98 ± 0 68

0,88±019

0.56 ±0 18

5.16 ±1.35

1 43 ±0 18

1 33 + 0.12

1 01 +0 17

Técnica empleada

Placa Transwell

(poro de 8 0 u.m)

Agarosa

"

"

Boyden

Placas Transwell

(poro de 5 0 um)

«

Referencia

53

54

«

50

1 I.M Denota el no de células que migrarors hacia el factor quimiotáctico entre el no. de células que migraron al azar
2 fMLP Formil metionil leucil fenii alanina 3 Fracción C5a dei complemento humano
4 Suero humano activado con E coü 5 Suero de armadillo activado con 5. cali
' Resultados obtenidos en esta invastigación



£1 factor C5a del complemento ha sido descrito como una.potente quimiotaxina para neutrófilos" Los

estudios sobre la quimiotaxis de diferentes grupos zoológicos empleando C5a humano, no han

mostrado buena actividad quimiotáctica sobre LPMN de conejo, cerdo y cobayo, en comparación con

LPMN de humanos, demostrando que estos animales requieren 10 veces más concentración de C5ah

para mostrar una actividad quimiotáctica srmilar a la que muestran los LPMN de humanos En el caso

de los LPMN de armadillo, aunque no se utilizó C5a humano puro, se empleó suero homólogo y

heterólogo (humano) activado con£. coli, los resultados muestran que los LPMN de armadillo migran

de manera adecuada hacia el suero homólogo, a diferencia de lo que sucede con el suero heterólogo,

donde no se observa migración estadísticamente significativa (Tabla 1).

Una observación interesante es que los LPMN de humano (grupo testigo) migraron tanto hacia el

suero homólogo como heterólogo (de armadillo), siendo este último mejor quimioatrayente que el

mismo suero humano (Tabla 1), lo que sugiere que los LPMN de humano muestran receptores de

mayor afinidad para el fragmento C5a de armadillo u otros fragmentos producidos por la cascada del

complemento del suero de armadillo Lo que sugiere que la respuesta quimiotáctica tanto de los

leucocitos de armadillo como de humano no depende del origen del suero50'56..

De los resultados mostrados en la tabla 8, se puede decir que los LPMN de armadillo responden más o

menos hacia diversos agentes quimiotácticos, al igual que lo hacen los LPMN de otros animales..

De todo lo anteriormente expuesto, se puede inferir que la respuesta quimiotáctica de los leucocitos de

armadillo se debe principalmente a la interacción ligando-receptor y a la posible variedad de los

receptores quimiotácticos presentes en cada grupo zoológico en cuanto a cantidad y/o cualidad50

La fagocitosis por LPMN es un mecanismo inespecífíco de defensa de la respuesta inmune, la cual se

lleva a cabo con la participación de opsoninas presentes en el suero (inmunoglobulinas y

complemento) o en ausencia de las mismas (fagocitosis no opsonizante)3 :5

Los porcentajes de fagocitosis de los LPMN de diferentes especies de mamíferos han sido estudiados

En la tabla 9 se muestra el porcentaje de fagocitosis de LPMN de diversos mamíferos reportados en la

literatura y de armadillo obtenidos en este trabajo Por ejemplo, en el caso de los LPMN de bovino59,

los porcentajes de fagocitosis observados hacia E. coli , Salmonella sp.., S., agalactiae y S. aureus

varían entre 63 y 81%, mientras que para B. abortus y M.. bovis son del 40 y 23% respectivamente,

esto sugiere que la capacidad fagocítica de los LPMN de los bovinos depende del microorganismo

empleado Otra especie como el perro , presenta un porcentaje alto de fagocitosis (97.01%) contra S.

intermedius.. En el caso de humanos38'61 el porcentaje de fagocitosis va del 48 al 77% cuando se utiliza

S, aureus, mientras que cuando se emplead, cerevisiae es del 70 al 80%,.
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Tabla 9. Porcentajes de fagocitosis de LPMN de diversos grupos zoológicos contra diferentes

microorganismos

Especie

Bovino

Perro

Humano

a)

b)

Humano

c)

d)

Armadillo11

e)

f)

Microorganismo

E. colí

Salmonella sp.

S.. agalactias

$ aureus

B. aboríus

M. bovis

S. intermedius

S. aureus

S. aureus

S. aureus

S. cerevisiae

S cerevisiae

S cerevisiae

Porcentaje de

fagocitosis

81 27 ±11 4

8061 ±11 2

76 96 ± 21 4

63 62 ±18 0

40 44 ±10 7

23.63 + 12 7

97..01 ±3.22

56,7±2,0

48.5+20

77.. 2

70 9 + 3.01

100

57.0±6..641

Técnica

ADHERENCIA EN

VIDRIO

í!

Naranja de acridina

ADHERENCIA EN

VIDRIO

Citometría de

flujo

Adherencia en

Vidrio

Adherencia en vidrio*

Adherencia en vidrio

Referencia

59
•

60

58

"

61

**

33

a) Porcentaje de fagocitosis en mujeres aparentemente sanas
b) Porcentaje de fagocitosis en mujeres embarazadas
c) y d) Porcentaje de fagocitosis en humanos aparentemente sanos
e) y f) Porcentaje de fagocitosis en armadillos aparentemente sanos
* Previa desfibrinización de la sangre
** Resultados obtenidos en esta investigación
1 Representado por la media y el error estándar 2 Dasypus novemcinctus

En cuanto a la fagocitosis de los LPMN de armadillo de nueve bandas, un reporte previo33 menciona

que estas células muestran una actividad del 100%, mientras que en este trabajo se reporta un

porcentaje del 57% (Tabla 9) Esta diferencia probablemente se debe a 1) el número de animales

empleados por Rojas y cois 33 fue de dos animales, y en este trabajo se emplearon diez Considerando

esta la razón principal de la diferencia entre ambos porcentajes.. Esto se corrobora con el hecho de que

si hubieran sido evaluados solamente dos animales en este estudio (tabla 2, animales 9 y 10) apenas se

hubiera obtenido un porcentaje de capacidad fagocítica del 81.75%, 2) aunque se empleó la misma

técnica (adherencia en vidrio), Rojas y cois: desfibrinizaron primero la sangre y posteriormente

llevaron a cabo la adherencia; y en este estudio, la adherencia se realizó antes de que se coagulara la
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sangre, por lo que se podría pensar que al eliminar el coágulo se dañaron los leucocitos y por lo tanto

ei porcentaje obtenido se debe a que estos no pudieron fagocitar Aunque esta hipótesis se invalida con

la razón expuesta anteriormente (si hubieran sido evaluados solamente dos animales en este estudio

[tabla 2, animales 9 y 10] se hubiera obtenido un porcentaje de capacidad fagocítica del 81.75%) y 3)

otra razón que puede explicar la diferencia entre ambos resultados es que ios animales incluidos en

este trabajo se consideraron aparentemente sanos, sin embargo, durante la purificación de los LPMN,

en dos animales (no incluidos en el estudio) se encontraron filarias, lo cual indica que posiblemente

otros armadillos podrían haber estado parasitados (animales que presentaron los porcentajes más bajos

de fagocitosis), mostrando una deficiencia en su capacidad fagocítica

De esta manera, se puede decir que los diferentes porcentajes de fagocitosis mostrados en la tabla 10,

sugieren las diferencias que existen entre esos grupos de mamíferos para fagocitar diferentes

microorganismos por técnicas similares o diferentes a la adherencia.

Otro aspecto que se evaluó en los LPMN de armadillo, rué su capacidad para destruir a los diferentes

microorganismos. La técnica de reducción del colorante nitroazul de tetrazolio (rNBT) es una prueba

ampliamente usada para investigar la producción de superóxido por parte de los leucocitos, ya que este

es un potente agente bactericida involucrado en los mecanismos de defensa62, por lo que es necesario

conocer cómo funciona esta actividad en LPMN de armadillo.

De los reportes de rNBT en diferentes especies de mamíferos, se ha descrito para el caso de bovinos59

(tabla 10), que estos animales tienen una baja actividad de rNBT, la cual va del 1 i al 40% hacia los

diferentes microorganismos que se emplearon, en comparación con ios LPMN de humanos, en donde

los porcentajes de rNBT estuvieron entre el 85 y el 95% cuando se emplearon S cerevisiae y S. aurens

respectivamente (Tablas 3 y 10)

En cuanto a los valores del estallido respiratorio en LPMN de armadillos reportado por Rojas y cois33,

describen que este es del 100% (Tabla 10), mientras que en este estudio el porcentaje obtenido fue de

70 5% (± 5.9) de rNBT (Tablas 3 y 10) Con los resultados anteriores es evidente que los LPMN de

bovino y de armadillo producen bajas cantidades de radicales libres de oxígeno, en comparación con

los LPMN de humano, lo cual sugiere que los mecanismos independientes de oxígeno en los LPMN

de armadillo que son primordiales para la destrucción de patógenos, se encuentran disminuidos

(p<0 025) en comparación con el grupo control..
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Tabla 10. Porcentajes de rNBT de leucocitos de diferentes grupos zoológicos en contra de diversos

patógenos.

Especie

Bovino

Humano

a)

b)

c)

Armadillo

(D., novemcinctus)

<0
e)

Microorganismo

£.. co//

Salmonella sp.

S agalact/ae

S. aureus

B aboríus

M bovis

S aureus

S aureus

S cerevisiae

S cerevisiae

S. cerevisiae

Porcentaje de

rNBT

39 90+21 1

27 86 + 13.6

31 70 + 10 7

33 85 + 19 5

11.36 ±7.61

40 99 ±21 89

95.4

92 0

85 5 ±2.3

100 0

70 5 ± 5 9

Técnica

Adherencia en

vidrio1

»

Adherencia en

vidrio

"

Adherencia2

Adherencia

Referencia

59

58

58

*

33
w

1 Primero se realizó ia purificación de neutrófiíos
a) y c) Porcentaje de rNBT de leucocitos de individuos aparentemente sanos
b) Porcentaje de rNBT de leucocitos de mujeres embarazadas
d) y e) Porcentaje de rNBT de ¡eucocitos de armadillos aparentemente sanos
2 Previa desfibrinización de la sangre
* Resultados obtenidos en este trabajo

Ai analizar de manera individual los resultados de rNBT y fagocitosis de los LPMN de armadillo

obtenidos en este estudio (tabla 4), se observa que tres animales mostraron porcentajes de rNBT por

debajo del 50%, y dos de ellos presentaron valores de fagocitosis por debajo del 30% (tabla 4), lo cual

sugiere que los LPMN de estos animales tienen una deficiencia en la actividad fagocítica, esto podría

sugerir la razón por la que algunos animales son susceptibles a la infección experimental con M.

leprae. Los porcentajes altos en la rNBT, sugieren que las células fagocíticas circulantes de estos

animales poseen el sistema NADPH oxidasa generador de radicales libres, a través del cual el NBT es

también reducido, tal sistema capacita a las células fagocíticas de la mayoría de las especies para

enfrentarse eficientemente contra microorganismos invasores

Como se mencionó anteriormente, durante la purificación de los LPMN de dos armadillos se

encontraron filarías, lo cual hace pensar en la posibilidad de que los animales con bajos porcentajes en

la rNBT hubieran estado parasitados o infectados por diferentes microorganismos
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Al comparar los datos de fagocitosis y de rNBT obtenidos en este trabajo (Tablas 2, 3 y 4), con los

descritos en los trabajos citados en las tablas 9 y 10, se muestra que las actividades fagocíticas y

microbicidas de los neutrófilos pueden diferir para varios microorganismos. Se conoce que los eventos

fagocíticos estimulan los procesos metabólicos en los neutrófilos llevando a la activación de

mecanismos microbicidas independientes y/o dependientes de oxígeno. La resistencia de los

microorganismos a la fagocitosis y muerte intraceluiar por los neutrófiios depende de una variedad de

propiedades de los microorganismos tales como, presencia de cápsula, composición de la pared

celular, toxinas e inhibidores metabólicos Así pues, el grado de rNBT depende primero de la

generación de donadores de electrones tales como los aniones superóxido en ei fagolisosoma.. La falla

para reducir el NBT indica un bloqueo en los procesos metabólicos oxidativos e incapacidad del

fagocito para infligir daño oxidativo a los microorganismos ingeridos. Además, la rNBT puede ser

considerada una medida indirecta de las actividades microbicidas dependientes de oxígeno de los

neutrófilos59

La función bactericida en neutrófilos, es un proceso complejo que involucra no solamente la ingestión

y actividad del estallido respiratorio, también requiere movimiento intraceiular y fusión de fagosomas

con lisosomas, lo cual lleva a la liberación por parte de los lisosomas de al menos 60 compuestos

potencialmente bactericidas63..

Los ensayos tradicionales que miden la actividad bactericida de neutrófilos, determinan el número de

bacterias muertas mediante conteo de colonias. La evaluación de la actividad bactericida de los

neutrófilos ha sido una herramienta importante para determinar el estado inmune en animales tales

como perros60, humanos61, bovinos63, etc..

Como se muestra en la tabla 11, se ha reportado que los LPMN de bovinos6*'64 presentan un porcentaje

de muerte intraceluiar contra & aureus del 70 al 78% y los LPMN de humano61'63 del 72 al 84% En

los LPMN de armadillos, el porcentaje de muerte intraceluiar es del 73 al 86% (Fig 2, tabla 11),

observando que no hay diferencia con los leucocitos de otros animales para dar muerte a S. aureus y

que su capacidad bactericida es igualmente eficiente a partir de los 30 min de incubación, y aumenta

de manera proporcional al tiempo de incubación, aunque estadísticamente no hay diferencia

significativa. La comparación en el porcentaje de muerte intraceluiar de S.. aureus que presentan los

leucocitos de armadillo (del 73 al 86%) contra los leucocitos de perro60 (del 45 al 49%) muestra que

existe cierta diferencia entre los diferentes grupos de animales en cuanto a su capacidad para dar

muerte a un microorganismo, mostrando incluso una mayor eficiencia los leucocitos de armadillo que

los del humano



Tabla 11. Porcentaje de muerte intracelular (% M.I) de diferentes microorganismos por LPMN

de diversos grupos animales

Especie

Bovino

Peno

Humano

Armadillo

(D novemcinctus)

Microorganismo

S aureus

S aureus

S. intermedius

S. aureus

S. aureus

S aureus

S.. aureus

Tiempo de

incubación

(min)

60

10

30

45

60

120

30

30

60

120

30

60

120

% MI

70-78

72 3

45.3±9.18

47.72+10 0

66 0±12 5

79 0±7.5

72 22

78 0±120

83 81±8.90

83.61+8.89

73,0ó±16 0

75.99±12 0

86 31±7 7

Técnica

Reducción de MTT

Cuenta de UFC

Naranja de acridina

Citometría de flujo

Cuenta de UFC

Cuenta de UFC

Referencia

63

64

60

61

65

*

*

*

A

*

*

* Resultados obtenidos en este trabajo

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que los LPMN de armadillo (tabla 11) presentan

varios aspectos, tales como" a) los leucocitos pueden tener una ingestión normal y al mismo tiempo ser

eficientes en su actividad bactericida, o por el contrario, poseer una ingestión normal y tener severas

deficiencias en su actividad bactericida 3, b) eí tiempo de incubación para dar muerte a un

microorganismo no varía de manera significativa entre los armadillos y otras especies (a excepción del

perro) y c) la comparación de los resultados obtenidos en armadillos con respecto a las otras especies

indica que el tiempo óptimo de muerte intracelular es más lenta que ía de humano, lo cual se debe a la

baja actividad en la producción de ROS, como lo sugiere el porcentaje de rNBT

Los LPMN son frecuentemente referidos como células diferenciadas terminales, las cuales carecen de

actividad transcripcional y capaces de llevar a cabo una escasa o nula síntesis de proteínas.. Sin

embargo, la validez de este concepto ha ido cambiando principalmente a través del uso de técnicas de
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biología molecular y técnicas de sensibilidad como la inmunohistoquímica.. Estudios in vitro han

mostrado que los LPMN purificados tienen la capacidad para expresar de manera constitutiva o bajo

un estímulo RNAm para una variedad de proteínas, las cuales están involucradas en las funciones

efectoras de los LPMN Algunas de estas proteínas son las citocinas66, un grupo heterogéneo de

mediadores polipeptídicos que han sido asociados con la activación del sistema inmune y ia respuesta

inflamatoria ..

Por ejemplo, diversos grupos de trabajo han generado evidencia convincente de que los LPMN de

humano pueden liberar TNF-a, IL~la68, IL-1{3, EL-Ira, IL-8, TGF-pl, IL-6, INF-a, G-CSF, M-CSF,

GM-CSF, IL-3 e IL-1266 En armadillos no se han llevado a cabo estudios sobre la producción de

citocinas por parte de los LPMN de estos animales debido a que el conocimiento del sistema inmune y

la comprensión de la patofisiología de las enfermedades infecciosas e inflamatorias de muchas

especies animales han sido limitadas por la carencia de reactivos disponibles para medir citocinas,

aunque se han hecho algunos progresos adaptando bioensayos paia algunas citocinas como IL-1, EL-6

y TNF-cc, los cuales funcionan de una manera no especie-específica69'70

Existen reportes sobre la producción y liberación de un factor soluble con actividad similar1 a la IL-í

por los LPMN de ratas y conejos ., Se ha descrito que los LPMN de humano ' producen IL-1

cuando son estimulados con LPS y fMLP, encontrando que la concentración de esta citocina es

dependiente del número de células., En este trabajo, empleando los sobrenadantes del cultivo de 4 x

I O6 LPMN de armadillo estimulados con LPS y/o PMA (por separado) y la combinación LPS+PMA

no se detectó un factor soluble con actividad similar a la IL-1; medido por la proliferación de los

timocitos de ratón al ser incubados con estos sobrenadantes. Estos resultados se pueden explicar de

varias formas a) la concentración de los estímulos no fue suficiente, b) el número de células no fue el

adecuado para detectar de manera fehaciente la presencia de IL-1, c) los timocitos de ratón no son

sensibles a la IL-1 de armadillo y d) las sustancias estimuladoras (LPS, PMA y la combinación

LPS+PMA) no inducen la producción de un factor con actividad similar a la IL-1 en los LPMN de

armadillo.

Tratando de responder estos cuestionamientos se decidió investigar1 la presencia de RNAm para IL-1,

para esto, después de 4 h de estímulo de los leucocitos de armadillo con PMA y PHA (por separado),

se obtuvo el RNAm y por RT-PCR se obtuvo el DNA copia empleando iniciadores específicos para la

detección de IL-lh, encontrando dos bandas (tanto en los leucocitos activados con PMA como con

PHA, Fig 7) que tienen aproximadamente el mismo número de pares de bases que la IL-lh (491 pb).

Este resultado es importante porque describe la posible producción de un factor soluble con actividad
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de IL-1 en los leucocitos de armadillo De acuerdo a esto podemos concluir que los timocitos de ratón

no son sensibles a este factor posiblemente porque tienen receptores de baja afinidad para esta

sustancia, aunque son necesarios más estudios para determinar si efectivamente se trata de una

molécula con características similares a la IL-lh, así como el porcentaje de homología que pudiera

tener con otras especies.. Con respecto a este último aspecto, las publicaciones existentes en cuanto al

porcentaje de homología que hay entre el RNAm de la IL-1 de humano y el de otras especies de

mamíferos74 es mayor del 80%. Por ejemplo, con el RNAm de células de porcinos y caballos la

homología es del 82%, con bovinos es del 86% y con una especie diferente a los mamíferos

{Caenorhabditis elegans) es del 100%; lo que hace posible suponer que sustancias como PMA y PHA

inducen la producción de IL-1, y que posiblemente ios timocitos de ratón no son susceptibles a la

proliferación sí esta citocina esta presente en los sobrenadantes de cultivo de los leucocitos de

armadillo.

En cuanto al TNF-a, es uno de los principales mediadores de la respuesta inmune contra bacterias

Gram-negativas y juega también un papel importante en la defensa contra otros microorganismos

infecciosos7^. Esta citocina es producida por los macrófagos, y es poco lo que se conoce acerca de la

contribución de los LPMN para producir1 esta y otras citocinas76

Existen reportes que mencionan que la incubación de sangre total de gatos con LPS, produce un

factor con actividad de citotoxicidad sobre células WEHI-164, obteniendo la mayor concentración de

esta sustancia cuando se emplean 10 ug/ml de LPS después de 2 h de incubación También en el

plasma de gatos inoculados in vivo con LPS (750 ug/kg) se produce este factor, obteniéndose una

concentración mayor (2750 pg/ml) a los 60 min post inoculación

Se ha descrito que la estimulación de la línea celular monocito-macrófago U-93773 con PMA (10

ng/ml), LPS (1 ¡ig/ml) y la combinación LPS+PMA produce TNF en respuesta a estos estímulos,

obteniendo 57 8, 0 y 104.1 pg/ml de TNF respectivamente, y porcentajes de citotoxicidad de 26 0, 0 y

52.8% respectivamente, esto sugiere que esas sustancias son buenos inductores para ía producción de

TNF. En este trabajo, los LPMN de armadillo estimulados con LPS (1 jag/ml), PMA (25, 50, 75 y 100

ng/ml) y la combinación LPS (1 lig/ml) +PMA (10 ng/ml) liberaron un factor soluble con actividad

similar al TNF, mostrando porcentajes de citotoxicidad sobre células L-929 de 2 68, 22 0, 33,9,

50 98, 58 35 y 28 85% respectivamente, con concentraciones de TNF de 5 5, 19.5,45.0, 115.0, 150.0

y 12.5 pg/ml respectivamente Estos resultados señalan que el TNF producido por los LPMN de

armadillo tiene efecto sobre las células L-929..
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Es importante mencionar que los LPMN de armadillo incubados con TNírR (62 5 y ,125 pg/ml)

también muestran la producción de un factor con actividad similar al TNF, mostrando ías mayores

concentraciones (200 0 ± 5,2 y 275 0 ± 5 5 pg/ml respectivamente) y porcentajes de citotoxicidad

(80 32 ± 1.37% y 82.9 ± 2.26% respectivamente) del factor con actividad similar al TNF, io que

sugiere un mayor reconocimiento o sitios de unión (receptores) para el TNFrR y menor para ios otros

inductores empleados..

A partir de ios resultados anteriores se infiere que1 los LPMN pueden ser una fuente importante en la

producción de TNF en reacciones inmunes e inflamatorias, y sugieren la posibilidad de emplear estas

células para examinar la respuesta celular del armadillo de nueve bandas y de otras especies animales,

Otra citocina importante es la IL-6, conocida también como un factor estimulador de células B y/o

ÍNT"-p2, la cuai tiene una amplia variedad de efectos sobre las células involucradas en la respuesta

inmune o inflamatoria Los estudios in vitro han revelado que la IL-6 es producida por una variedad de

tipos celulares como: fibroblastos, monocitos, células endoteliales, células epiteliales y células T78'79

Usualmente la producción de IL-6 por esas células es aumentada en respuesta a endotoxinas (LPS),

activadores de la ruta protein cinasa C (PMA) y a otras citocinas tales como: IL-1 y TNF80..

Existen diversas técnicas para medir los cambios en la expresión de los genes a nivel de RNAm, estas

incluyen northem blot, ensayo de protección de RNAsa, hibridación in si/u y RT-PCR Por ser este

último rápido y considerablemente más sensible que las técnicas tradicionales de RNA blot, es el más

empleado para detectar pequeños cambios en la expresión de genes que de otra manera no podrían ser

detectados69

Por ejemplo, se ha demostrado la producción de IL-6 en monocitos de gato no estimulados, y en

células mononucleares de sangre periférica de equinos69 (estimulados y no estimulados) y de

humanos , pero existe gran controversia en cuanto a la producción de RNAm para IL-6 en neutrófilos

de diferentes especies de mamíferos activados o no. Se ha reportado que en neutrófilos de humanos y

conejos83 no se lleva a cabo la transcripción de RNAm para IL-6, pero sí se lleva a cabo para IL-S83,

sin embargo otros trabajos mencionan que los LPMN de humano66 estimulados con LPS muestran la

expresión de RNAm para IL-6, En estudios realizados con LPMN de cerdo no estimulados y

estimulados con LPS y/o PHA-P se detectó la expresión de RNAm para IL-ó, el cual fue detectado de

las 0-24 y de las 48-72 h después de la incubación con LPS.. En este trabajo, empleando LPMN de

armadillo estimulados (4 h) con PHA se detectó la producción de RNAm para IL-6 con iniciadores no

especie-específicos (IL-6h), lo que denota que en el cDNA de los LPMN de armadillo existe una

secuencia o fragmento que es reconocido por los iniciadores de la ÍL-6h, aunque cabe señalar que
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probablemente también contribuyó a este resultado la presencia de monpcitos y linfocitos, los cuales

también tienen ía capacidad de producir IL-6, sin embargo, el trabajo realizado con LPMN de cerdo

apoya la hipótesis planteada en este trabajo en cuanto a que los LPMN de armadillo expresan RNAm

para IL-6, ya que las células predominantes en ambos trabajos fueron los PMN. Además, Ía detección

de KNAm para IL-6 a partir de las 4 h de estimulación de los LPMN de armadillo es otro apoyo a la

hipótesis mencionada, debido a que los reportes en la literatura describen que la detección de IL-6 en

células mononucíeares ocurre después de las 4 h de estimulación., La expresión de RNAm para IL-6

solamente en leucocitos estimulados, indica que la producción de esta citocina no ocurre de manera

constitutiva, mientras que en células mononucíeares se presenta tanto de manera constitutiva como

bajo la inducción de un estímulo, Con lo anteriormente expuesto se puede decir que la producción de

citocinas es controlada a nivel transciipcional y postranscripcional, y que la expresión del RNAm de

una citocina no garantiza la producción de una proteína funcional.. Aunque por un lado, diversos

estudios han mostrado una buena correlación entre la expresión de RNAm de citocinas y la producción

de proteínas o la actividad biológica de las mismas' , y por otro, el reconocimiento de un fragmento de

la D>6h por' el cDNA de los LPMN de armadillo indica que existe un porcentaje de homología entre

ambas especies (humanos y armadillos). Esta última aseveración queda apoyada porque se ha

demostrado que solamente el gen del G-CSF es similar al gen de la JL-6, y siendo el G-CSF el que

estimula la producción de las células de la estirpe mieloide, es lógico suponer que los LPMN de

armadillo liberen un factor similar a la IL-6, y que por lo tanto esta citocina se encuentre

evolutivamente conservada7 .
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CONCLUSIONES

1. Los LPMN de armadillo responden o presentan un mayor índice de migración

hacia el suero homólogo que hacia el suero heíerólogo o al fMLP.

2. El porcentaje de fagocitosis y rNBT en LPMN de armadillos fue de 57% (± 6.64)

y 70.5% (± 5.9) respectivamente..

3. Los porcentajes de muerte intracelular de los LPMN de D. novemcinctus a los 30,

60 y 120 min de incubación fueron de 73.06% (±16 0), 75.99% (±12.0) y 86,31%

(±7.7) respectivamente,

4. Se detectó la liberación de un factor soluble con actividad citotóxica sobre

células L-929 en los sobrenadantes de los LPMN de armadillos estimulados con

inductores como: PMA y TNFrR, el cual podría ser TNF,

5. No se detectó la producción de un factor soluble con actividad de inducir la

proliferación sobre timocitos de ratón,.

6. Mediante RT-PCR se evidenció la presencia de RNAm para IL-6 en leucocitos

estimulados con PHA, pero no con PMA, aunque esta producción podría deberse a

contaminación por linfocitos y monocitos

CONCLUSIÓN FINAL

De todo lo anterior se puede concluir que los LPMN del armadillo de nueve bandas D.

novemcinctus aparentemente sanos cuentan con los elementos para montar una actividad

fagocítica similar a los LPMN de humano Así como muestran la capacidad de liberar1 un factor-

soluble que presenta actividad citotóxica hacia ía línea de células L-929 Por lo que este trabajo

sugiere el comportamiento de los LPMN del armadillo en condiciones aparentemente sanas, lo

cual servirá para evaluar los efectos que tiene la infección experimental con M. leprae sobre la

actividad fagocítica de los LPMN de D novemcinctus
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APÉNDICE

Ll Solución de Alsever

Dextrosa 20 5 g

Citrato de sodio 8.0 g

NaCl 4 2 g

Acido cítrico 0 55 g

Llevar a 1000 mi con agua bidestilada. Ajustar el pH a 6.1 y esterilizar a 10 lb/pulg /10 min

I.2Dextran (6%)

Dextran400 6 so
Solución salina al 0.85% 100 mi

Disolver perfectamente y esterilizar con filtro Guardar en refrigeración

1.3 Solución Salina de Fosfatos (PBS) IX

NaCl

KH2PO4

Na2HPO4

KCI

3 g

0 2 g

15g

0.2 a

Llevar a 1000 mi con agua bidestilada y ajustar el pH entre 7,2 y 7.4

1.4 Ficoll-hypaque

Hypaque al 34% 10 partes

Ficoll al 9% 24 partes

La densidad se ajusta con picnómetro a 1 077+ 0 001 g/ml Se esteriliza en autoclave a

121° C durante 15 min
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1.5 Técnica de exclusión con azul tripano

Diez microlitros de la suspensión celular se mezclan con 90 jal de la solución de trabajo del

azul tripano (dií 1 10) Posteriormente se realiza el conteo del número de células/ml en

cámara de Neubauer y se calcula el porcentaje de células teñidas (muertas) y no teñidas del

número total de células

1.6 Solución Salina Balanceada de Hanks 1X (SSBH)

Glucosa

NaCl

CaCl2

MgSO4

MgCl2

KH2PO4

NaH2PO4

KC1

Rojo fenol

i S

8 g

O H g

OlOg

OlOg

0.06 g

0 55g

0.04 g

0.02 g

Llevar a 1000 mí con agua bidestilada y ajustar el pH a 7.2

1.7 Solución de Tripsina

Solución de tripsina al 2 5%(10X) 10 mi

SSBH(IX) 90 mi

En condiciones de esterilidad adicionar a un frasco de 100 mi la solución de tripsina y

aforar con SSBH 1X a 100 mi. Ajustar el pH con bicarbonato de sodio 7.5% (p/v) hasta

obtener una coloración canela en ía solución.. Conservar a 4° C



SU Acido Acético Glacial a! 33%

Acido acético glacial 33 mi

Agua destilada 100 mi

Mezclar y mantener en refrigeración

1.9 Agarosa (0.8 %)

Agarosa 0 8 g

Agua bidestilada 100 mí

Disolver la agarosa llevando a ebullición y dejar enfriar1 antes de usar1

1.10 Agarosa (2 %)

Agarosa 2 g

Agua bidestilada 100 mi
• • »

Disolver la agarosa llevando a ebullición y dejar enfriar' antes de usar

1.11 Solución Salina (0.85%)

NaCl 0 85 g

Agua bidestilada 100 mí

Disolver el NaCl y esterilizar1 a 10 lb/pulg2 durante 10 min. Mantener a temperatura

ambiente.



52

APÉNDICE II

II.1 fMLP(Sigraa Chemical Co. St. Luis, MO; USA)

Stock

FMLP 1 mg

Medio de mantenimiento 1 mi

Aiicuotear y mantener a -20° C.

Solución de Trabajo

Diluir a la concentración deseada con medio de mantenimiento

IL2 Suero Humano y/o de Armadillo activado con Escherichia coli (E. coli)

Se deja crecer previamente E. coli en medio de cultivo (BHI) durante 24 h a 37° C y

posteriormente se ajusta a 1-3 X 10 cfu.

Se adiciona suero humano y/o de armadillo al 10% y se incuba 1 h a 37° C .. En seguida se

vuelve a incubar 30 min a 56° C para destruir la actividad residual del complemento

Centrifugar por 20 min a 2000 rpm. Filtrar el sobrenadante con filtro Mullex-GS 0 22 \xm

unidades de filtro Guardar en alícuotas a-70° C.

II.3 Opsonización de levaduras (S. cerevisiaé)

A 1 mi de levaduras se le adiciona 1 mi de suero, se incuba 30 min a 37° C, se centrifuga

15 min a 3500 rpm y se elimina el sobrenadante, se lava el botón tres veces con PBS, y

finalmente se resuspende el botón en PBS, se guarda en alícuotas a -20° C hasta su uso

IL4 Cultivo de S. aureus

A partir de la cepa de referencia de S. aureus (ATCC # 25923) se tomó una asada y se

inoculó en un tubo de ensaye con medio BHI* incubándose a 37° C durante 24 h.

Posteriormente se centrifugó el tubo a 3500 rpm por 8 min, se eliminó el sobrenadante y se

adicionó medio fresco. En seguida se ajustó el tubo de manera visual al tubo No. 1 del

nefelómetro de McFarland, el cual corresponde a 3 x I O8 células/m! Posteriormente se



hicieron alícuotas, adicionando 900 uJ de las bacterias crecidas en el medio BHI y 100 u.1

de glicerol Las alícuotas se congelaron a -70° C hasta el momento de su uso

*Caldo BHI

Medio bacteriológico infusión cerebro-corazón 37 g

Agua destilada 1000 mi

Disolver el medio en el agua y calentar ligeramente si es necesario Esterilizar a 121° C

15 min. Guardaren refrigeración

tt.5LPS(de£: coli)

Stock

LPS 1 mg

Medio de mantenimiento 1 mi

Disolver el LPS, alicuotear y mantener a -20° C.

Solución de trabajo

Diluir a ía concentración deseada con medio de mantenimiento..

0.6 PMA
Stock
PMA 1 mg
DMSO 1 mi

Disolver el PMA en el DMSO, alicuotear y mantener en oscuridad a -20° C

Solución de Trabajo

Diluir a la concentración deseada con medio de mantenimiento.

II.7 Fitohemaglutinina (PHA) dePhaseolus vulgaris (Sigma Chemical Co. St Luis, MO,
USA)

Stock

PHA 1 mg

Medio de mantenimiento 1 mi



Alicuotear y mantener a -20° C.

Solución de trabajo

Diluir a la concentración deseada con medio de manteniemiento..

11.8 Iniciador específico de IL-6 (Human Interleukin-6 [IL-6] Amplimer Set)

Clontech Labs , Inc.. Palo Alto, CA.

Secuencia:

Iniciador del extremo 5'.: 5'ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGC 3'

Iniciador del extremo 3' 5'GAAGAGCCCTCAGGCTGGACTG 3'

Tamaño del fragmento amplificado por PCR 628 pb

11.9 Iniciador específico de IL-1 (Human Interleukin 1-a [IL-la] Amplimer Set)

Clontech Labs, Inc. Palo Alto, CA

Secuencia

Iniciador del extremo 5' 5' CAAGGAGAGCATGGTGGTAGTAGCAACCAACG 3

Iniciador del extremo 3'. 5' TAGTGCCGTGAGTTTCCCAGAAGAAGAGGAGG 3'

Tamaño áú fragmento amplificado por PCR, 491 pb

APÉNDICE ÍH

IÜ.1 Wright al 2%

Colorante de Wiiht 2 g

Metanol 100 mi

Disolver el colorante y filtrar con papel Whatman del no 3 Mantener a temperatura

ambiente..

UI.2 Nitroazul de tetrazolio (NBT) al 0. 2%

Sales de nitroazul de tetrazolio 0.2 g



.3.3

Solución salina al 0.85% 100 mi

Disolver el NBT en la solución salina previamente tibia Esterilizar por filtración y

mantener a temperatura ambiente en oscuridad..

111.3 Safranina al 0.5%

Safranina . 0.5 g

Agua destilada 100 mí

Disolver perfectamente la safranina, filtrar con papel Whatman del no 4 y conservar en

frasco ámbar a temperatura ambiente

111.4 Cristal violeta al 2%

Cristal violeta 2 g

Agua destilada 100 mi

Se disuelve perfectamente el colorante y se filtra con papel Whatman del no. 4. Mantener a

temperatura ambiente..

ffl.5 (3-[4,S-Dimetiltiazol-2-ül-2,5 dtfeniltetrazolio]) MTT

Stock:
MTT 250 mg

PBS 50 mi

Disolver perfectamente el MTT en el PBS Esterilizar por filtración y envasar protegiendo

de la luz.. Mantener en refrigeración

III.6 Bromuro de etidio

Solución stock



56

Bromuro de etidio 1 e

Agua bidestüada 100 mi

Disolver y mantener a temperatura ambiente en oscuridad,

Solución de Trabajo

Para la tinción de los seles de azarosa diluir a una concentración de 10 mg/ml con agua

bidestüada

III.7 Líquido de Turk

Cristal violeta al 2%

Acido acético glacial

Agua destilada

10
->

100

gotas

mi

mi

Mezclar1 y guardar a temperatura ambiente,.

III.8 Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) al 3% resuspendido en Alcohol Isopropílico
Acidificado 0.04N

Dodecil sulfato de sodio

Alcohol isopropílico

HC1

3

100

122 5

g
mi

Mi

III.9 Azul tripano al 2%

Sajes de azul tripano 2 g

Solución Salina 0.85% 100 mí

Disolver perfectamente el colorante, filtrar en papel Whatman del no 4 y esterilizar a 121'

C durante 10 min

Solución de trabajo Diluir 1:10 en solución salina al 0.85%



APÉNDICE IV

ÍV.l MEM IX (10 %) SFT

SFT 10 mi
MEM IX 100 mi

Adicionar el SFT al medio y mantener en refrigeración

IV.2 Medio RPMI-1640 IX con gelatina al 0.1%

Medio RPMI-1640 IX(SIGMA) 100 mi

Gelatina (RSV) 0 1 g

En 5 m! de medio disolver la gelatina, filtrar y adicionar al medio.

IV.3 Agar soya triptocaseína

Agar soya tripticasa 40 g

Agua destilada 1000 mi

Disolver en e! agua destilada en ebullición durante 10 min Filtrar1 en autoclave a 121° C

durante 15 min. Dejar enfriar un poco y vaciar a las cajas Petri Guardar las cajas en

refrigeración.

IV.4 RPMI-1640 IX (10 % SFT) para timocitos de ratón y cultivo de células L-929

RPMI-1640 suplementado con

10% de SFT 100 mi

Gentamicina 10 mg

Estreptomicina 6 5 mg

Adicionar los antibióticos al medio y ajustar el pH entre 7.2-7 4. Mantener en
refrigeración..



IV.5 RPMI-1640 IX suptementado con 10% de SFT y actinomicina D

Medio RPMI-1640 suplementado con

10% de SFT 100 mi

Actinomicina D 100 mg

Mantener la actinomicina en la oscuridad hasta antes de su uso Mezclar con el RPMI-1640

previamente preparado. Conservar a 4o C
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