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RESUMEN

El armadillo de nueve bandas (Dasypus novemcinctus) es de gran interés en la
biomedicina, ya que es el Unico animal en el que crece Mycobacterium. leprae, y que
ademas presenta lesiones similares a las de la lepra lepromatosa de humano, por lo
que es un modelo experimental (til para evaluar aspectos de tipo inmunolagico y/o
bioldgico de la enfermedad.

El objetivo del presente estudio fue evaluar los diversos mecanismos funcionales
(quimiotaxis, capacidad fagocitica, mecanismos oxidativos, actividad bactericida y
produccion de citocinas proinflamatorias ( TNF-a, IL-1 e IL-6) de los LPMN del armadillo
de nueve bandas no infectado con M. leprae.

Nuestros resultados mostraron que la actividad quimiotactica, 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 Escherichia coli que
hacia cualquier otro de los quimioatrayentes. En cuanto a la capacidad fagocitica,
valorada por adherencia y empleando Sacharomyces cerevisiae opsonizada como la
particula 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 evaluacién de los mecanismos oxidativos (analizados
mediante la reduccién del colorante nitroazul de tetrazolio [fNBT]) mostré que el 70.5 (+
18.8%) de los leucocitos de armadillo activan mecanismos oxidativos para la
destruccion de S. cerevisiae, este porcentaje fue menor qué el de humanos (85.5 +
7.4%), encontrandose diferencia significativa entre ambos grupos (p< 0.05). La

capacidad bactericida y/o muerte intracelular de los neutréfilos de armadillo (mediante



vi

conteo de colonias de Staphylocbccus aureus incubado con {os leucocitos de armadillo
por 30, 60 y 120 min) mostré que el mayor porcentaje de muerte intracelular fue a los
120 min.

En cuanto a la evaluacidon de la produccion de citocinas como TNF-g, IL-1 e IL-6, se
evidencid que los sobrenadantes de los LPMN de armadillo estimulados con PMA (25,
50, 75 y 100 ng/ml) liberaron un factor con actividad citotdxica que podria ser TNF
(valorado por el efecto citotoxico sobre ia linea celular L-929). En lo que respecta a la
produccion de un factor con actividad similar a la IL-1 {determinado por |a proliferacion
de timocitos de raton) no se logrd demostrar esta No obstante, con el empleo de RT-
PCR para IL-1 humana se logré identificar la presencia de RNAm para IL-1 en los
LPMN estimulados con PHA y PMA. En cuanto a la IL-6, se identifico la presencia de
RNAm para IL-6 en los 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 mamiferos)
para destruir microorganismos v liberar citocinas proinflamatorias, aunque cabe sefalar
que muestran una deficiencia en la produccién de radicales libres de oxigeno,
necesarios para la destruccion de diversos patdgenos, la cuél podria ser una de las

causas para el establecimiento y crecimiento de M. leprae.



INTRODUCCION

En 1873, Armauer Hansen' descubrié el bacilo de la lepra, describiéndoio como “cuerpos
de forma redonda” en nédulos de un paciente con lepra lepromatosa, los cuales ya habian
sido reportados en la “"enfermedad de la lepra en 0jo", el descubrimiento de Hansen
establecio el caracter infeccioso de la Iepra' y origind la busqueda de un modelo animal
adecuado, la cual fue dificil porque este animal debia de ser susceptible a la infeccion con
M. leprae de la misma manera que los humanos, es decir, que la infeccion se desarrollara
en todos los érganos del cuerpo igual que en un paciente con lepra lepromatosa, y que
para esto no hubiera {a necesidad de que el animal estuviera sujeto a la inmunosupresion”.
En 1971, Kirchheimer y Storrs®, fueron los primeros en descubrir que el armadillo (D.
novemcinctus) era susceptibie a la infecciéon experimental con M. feprae, este modeio
presenta una infeccién con caracteristicas bacteriologicas e histopatol.égicas semejantes a
las de los pacientes con lepra lepromatosa, confribuyendo para ello las siguientes
caracteristicas del armadillo:

1) Los armadillos tienen un periodo de vida de 12 a 15 afios, el cual es mayor al de otras
especies en las qu tratd de crecer M. leprae.

2) Tienen una temperatura (rectal) de 30 a 36° C, y la temperatura de su tejido cambia de
acuerdo a la temperatura del medio ambiente.

3) Dasypus novemcinct&s, tiene un potencial Gnico para la investigacion de la lepra debido
a que al nacimiento da origen a cuadruples monocigotos, lo cual hace posible la replicacion

de los experimentos con animales genéticamente iguales™*,
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El armadillo es un mamifero cuyo habitat se encuentra localizado exclusivamente en el
continente Americano, pertenece a la subclase Eutherfa, super orden Edendata, orden
Xenarthra y a la Familia Dasypodidae, la cual comprende 9 géneros. La familia
Dasypodidae se ha clasificado por el nimero de bandas que muestran en su caparazon 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 bandas®®,

En Norteamérica se encuentra el armadillo de nueve bandas (D. novemncinctus), el cual se
ha dividido en 4 subespecies: Dasypus novemcinctus davisi, D. n. fenestratus, D. n.

hopliters y D. n. mexicanus’® .

CARACTERISTICAS INMUNOLOGICAS DE D. novemcinctus
En el armadilo de nueve bandas M. leprae causa lesiones con caracteristicas
bacteriolbgicas e histopatoldgicas semejantes a las de pacientes con lepra lepromatosa en:
piel, tejido nervioso periférico, nédulos linfaticos, bazo, higado, ojos y testiculos®, en los
cuales forma infiltrados de macréfagos que contienen numerosos bacilos alcohol acido
resistentes. Sin embargo, solo el 80% de estos animales pueden desarrollar una infeccion
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, logréandose de esta manera estudiar
diversas caracteristicas antigénicas y metabdlicas de esta bacteria'®"".

Estudios de los nervios periféricos de D. novemcinctus®'? infectado experimentalmente

con M. feprae reportaron mediante microscopia electronica que las células infectadas

fueron macrofagos, mientras que los neutrofilos no aparecieron parasitados, y que la



composicion celular de I‘os lepromas era: macréfagos (74.7 £ 2.6%), linfocitos (13.9 +
' 5.7%), células plasmaticas (4 + 0.4%) y neutréfilos (0.7 £ 0.1%).

Los armadillos de nueve bandas que han sido capturados en el campo presentan un
espectro de respuesta histopatoldgica con las dos formas polares de la lepra, la
tuberculoide y la lepromatosa, asi como las manifestaciones intermedias de la
enfermedad, las cuales son similares a los diferentes tipos de iepra que se han reportado
en humanos™. Ademas de D. novemcinctus, también se ha descrito la infeccion
experimental con lepra en otras dos especies de armadillos: Dasypus hybridus (de 7
bandas'®) y Dasypus sabanicola (de 8 bandas'®).

De esta manera, una vez que se establecid que el armadillo de nueve bandas era
susceptible a la transmision experimental con M. leprae, se iniciaron los estudios sobre su
sistema inmune. Los primeros reportes” indicaron que en la sangre de los armadillos (D.
novemecinctus) adultos sanos en cautiverio predominaban los linfocitos, y en los armadilios
silvestres los neutrdfilos.

En el armadillo de nueve bandas se han logrado identificar por lo menos dos tipos de
inmunoglobulinas, que por su movilidad elecfroforética en geles de poliacrilamida (PAGE)
se parecen a las inmunoglobulinas de humanos, sugiriendo que corresponden a los isotipos
Ig M e Ig G™. También se sabe que un porcentaje (9.6 + 6.6%) de los linfocitos de sangre
periférica presentan receptores para eritrocitos de carnero (rosetas E)'°, y esas mismas
células pueden ser estimuladas para transformacion blastoide con mitdgenos que estimulan
a los linfocitos T y B de humanos, tales como la PHA y PWM®*. Los resultados de
estimulacion obtenidos con estos mitdgenos sugieren pueden sugerir ta presencia de
diferentes poblaciones de linfocitos en los armadillos'®*" tal y como sucede en el humano.

Ademas, poseen receptores Fc? y receptores para la fraccién del complemento C3b%%%.



El reconocimiento de linfocitos B ha sido posible gracias a la deteccion de
inmunoglobulinas de superficie, y se ha sugerido que en animales en cautiverio el
porcentaje de esos linfocitos es del 20%2".

Otras caracteristicas que se han estudiado en el armadillo son: circulacion fetal dentro de la
placenta, nimero de cromosomas, nimero y tamafio de vasos umbilicales, caracteristicas
de la hemoglobina, estructura y desarrollo de la placenta hemocorial, glandulas adrenales y
saiivales, asi como caracteristicas anatomicas de piel, sistema nervioso central y aparato
reproductor*,

Ademas, estudios inmunochistoldgicos realizados en el armadillo han permitido determinar
las caracteristicas anatdmicas generales de su sistema inmunolégico y determinar que
posee 6rganos linfoides de apariencia idéntica a otros mamiferos®2827.%8

Los estudios histopatoldgicos e inmunolégicos de armadillos con lepra adquirida de manera
experimental sugieren gue existe un defecto en la inmunidad mediada por celulas 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
linfocitos de sangre periférica y macréfagos responden a los diferentes antigenos de M.
leprae®. 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 eliminacion de muchos patégenos y en el desarrollo del fendmeno
inflamatorio. Puesto que las células fagociticas juegan un pape! importante en el control y/o
progreso de muchas enfermedades infecciosas® es importante estudiar los mecanismos a
través de los cuales participan en la respuesta inmune. Los neutréfilos constituyen entre 6C
y 75% de los leucocitos sanguineos en la mayor parte de los carnivoros, sin embargo en

otros mamiferos 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%>"2, En los armadillos el porcentaje de neutréfilos es del 33 y.57% en condiciones de
cautiverio y silvestres respectivamente,

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 ain cuando estas
células muestran funciones fagociticas normales no existe una explicacion del por qué
pacientes con lepra lepromatosa muestran una devastacién. progresiva y una respuesta
inflamatoria deprimida, pues se ha reporfado que 20n cuando los fagocitos de pacientes
con lepra lepromatosa son intrinsecamente normales, su capacidad endocitica esta
disminuida por “factores” presentes en el suero de estos pacientes™,

Los macrofagos y los leucocitos polimorfonucleares (LPMN) son celulas fagociticas
profesionales cuya funcion combinada explica la muerte de microorganismos invasores. La
muerte de microorganismas debida a las células fagociticas depende de una variedad de
mecanismos, entre los cuales algunos son dependientes de oxigeno y otros no. Los
mecanismos dependientes de oxigeno incluyen la generacién de especies de oxigeno
altamente reactivas (radicales libres) y el sistema de mieloperoxidasa. Entre los
mecanismos microbicidas que no dependen de oxigeno se encuentran: el medio acido del
interior del fagolisosoma, la actividad hidrolitica de hidrolasas acidas y neutras, el efecto de
otras proteinas catidnicas mas que las enzimas hidroiiticas, y la actividad de factores que
incrementan la permeabilidad de la pared celular bacteriana®.

FUNCIONES DE L.OS LLPMN

Los LPMN son liberados normalmente de la médula ésea como células madurés con la
habilidad para migrar, adherirse, fagocitar particulas y dar muerte a microorganismos,

también se ha sugerido que pueden tener efecto citotoxico sobre células tumorales™.



t

La funcién primordial de los LPMN es la de fagocitosis, ademas de desempefiar un papel
importante en los procesos inflamatorios ya sea rormales o de defensa , 0 anormales como
en los procesos alérgicos y enfermedades autoinmunes™. Estos eventos se caracterizan
por la infiltracién de leucocitos al sitio del dafio. La acumulacion de ieucocitos desde el
torrente sanguineo al sitio del dafio es un proceso que comprende varios pasos y requiere
de la expresidn y activacién coordinada de molécurias de adhesion, asi como la generacion
de gradientes quimiotacticos por parte de las células det compartimento extravascular.

El resultado de la interaccion entre los LPMN y el microorganismo depende de la integridad
de los mecanismos de reconocimiento del fagocito hacia la particula, opsonizacién sérica
del microorganismo, adhesion de la particula a la superficie de la ceélula, ingestién y
mecanismo microbicida en el fagocito®.

CITOCINAS

Todas las células del sistema inmune necesitan estar comunicadas entre si para elaborar
de forma conjunta y ordenada una respuesta inmune que termine en la eliminacion del
patdégeno. Para ello, las células utilizan dos medios principales de comunicacién: 1) el
contacto directo mediante las distintas moléculas de membrana; y 2) la sintesis de
pequefas proteinas que reciben el nombre genérico de citocinas, Estas proteinas son
producidas en los primeros instantes de la activacién 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 duracion y la amplitud de
la respuesta inmune, tanto innata como especifica; reclutar células a la zona de conflicto, e
inducir la generacion de nuevas células a partir de los precursores hematopoyéticos, siendo

el objetivo primordial el de eliminar al patdgeno y reparar los tejidos dafiados™.
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Siun patégeno consigue atravesar las barreras fisicas y quimicas de un organismo y
alcanzar un determinado tejido, se encontrara primero con los LPMN y posteriormente con
los macréfagos y los mastocitos que se localizan en ese tejido. La union del patégeno
provoca la sintesis de diversas citocinas. Dentro de estas citocinas (llamadas monocinas,
ya que son producidas principalmente por células del linaje monocito-macréfago) se
encuentran la IL-1, 1L-6, IL-8, IL-12, IL-16 y el TNF-¢.

El TNF-« es uno de los principales iniciadores de la respuesta inflamatoria, ya que actia
sobre los vasos sanguineos de la zona infectada, provocande un incremento del diametro y
la permeabilidad vascular, permitiendo con ello la acumulacién de inmunogiobulinas,
complemento y otras proteinas sanguineas. Algunos de los inductores mas conocidos en la
produccion de TNF, son sustancias como el LPS vy los esteres de forbol (como PMA y
TPA). |

Las principales funciones biologicas del TNF a bajas concentraciones son: 1) Expresion de
nuevos receptores de superficie de las células del endotelio vascular (moléculas de
adhesion) que hacen que la superficie de estas celulas sea adhesiva para los leucocitos,
iniciatmente para neutrofilos y subsecuentemente para monocitos y linfocitos. También
actla sobre los neutréfilos para incrementar su adhesividad por células endoteliales. Estas
acciones contribuyen a la acumulacidon de leucocitos en el sitio de inflamacion, 2)
Activacion de los leucocitos para una mayor muerte intracelular. Es un potente activador de
neutréfilos, pero también afecta a los eosindfilos y fagocitos mononucleares, 3)
Estimulacién de fagocitos mononucleares y de otros tipos de células para producir citocinas

(IL-1, IL-6, el mismo TNF y quimiocinas) y 4) Efecto protector similar al del interferon contra
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virus, promoviendo la expr‘ésién de moléculas del MHC clase | y potenciando la lisis
mediada por CTL de células infectadas por virus®.

La IL-1 y la IL-6 actian sobre distintas células, tejidos y o6rganos para coordinar una
reaccion global de todo el organismo frente a la infeccion. Entre estas reacciones destacan
el aumento del catabolismo de grasas y proteinas del tejido adiposo, hepatico y muscular
para inducir un aumento de la temperatura corporal {fiebre), movilizacion de neutréfilos de
la médula 6sea y de los endotelios, y aumento de ia sintesis y secrecion de las lamadas
proteinas de fase aguda por los hepatacitos®” %,

En lo que respecta a la IL-6, es una glucoproteina de 26 kDa gue no solo se produce en los
macrofagos activados, sino también en los fibroblastos, células endoteliales, células
mesangiales, queratinocitos y linfocitos activados. La IL-6 actla en diversas células blanco,
entre ellas los linfocitos, fibroblastos y hepatocitos® en respuesta a la IL-1 y en menor
alcance al TNF. La IL-6 puede ser detectada en el suero sanguineo despues de la infeccion
por bacterias Gram-negativas, por la activacion con TNF o IL-1 mas que por LpS*37,

En LPMN de humanos se han realizado estudios que demuestran que estas céluias 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 del armadilio de nueve bandas D. novemcinctus, aungque se menciona
que el efecto de citocinas como IL-2rh, IL-6rh e IL-3rR sobre linfoblastos de armadilio es de
tipo mitogénico, siendo la IL-6rh la que tiene mayor efecto”, esto no es sorprendente, ya
que se ha sugerido que varias citocinas se han conservado a través de la evolucion, con
similitud tanto estructural como bioquimica entre las diferentes clases de vertebrados e

invertebrados, ya que se ha detectado la presencia de factores con actividad similar a [L-ta



y B, 1L-2, INF-y, TNF-a., IL-4 e IL-6 en los sobrenadantes de cuitivo de linfocitos de grupos
zooldgicos como: patos, ranas, sapos, salamandras, ajolotes y chivos?'.

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 induccién de la respuesta inmune.
Los conocimientos logrados seran (tiles para explicar las causas por las que los armadillos
son susceptibles a la inoculacidn experimental con M. leprae. Por esta razon, en el
presente estudio nos propusimos evaluar diversos mecanismos funcionales y bactericidas

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

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

OBJETIVOS PARTICULARES

1)

2)

3)

4)

3)

6)

EVALUAR LA ACTIVIDAD QUIMIOTACTICA HACIA DIVERSAS SUSTANCIAS
QUIMIOATRAYENTES

DETERMINAR LA CAPACIDAD FAGOCITICA CONTRA LEVADURAS
(Saccharomyces cerevisiae) : :

EVALUAR LOS MECANISMOS OXIDATIVOS MEDIANTE LA REDUCCION DEL
NITROAZUL DE TETRAZOLIO (rNBT)

DETERMINAR LA ACTIVIDAD BACTERICIDA CONTRA Staphyloceccus aureus

CUANTIFICAR LOS NIVELES DE TNF-a E I1.-1 ANTE EL ESTIMULO DE ESTER DE
FORBOL MIRISTATO ACETATO (PMA) Y LIPOPOLISACARIDO BACTERIANO

(LPS) | |

DETECTAR LA PRODUCCION DE 11.-6 MEDIANTE EL ESTIMULO DE PMA POR
MEDIO DE TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR (RT-PCR)
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MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DE SANGRE PERIFERIC A7

Se sangraron 10 armadillos de nueve bandas ( los cuales seran mencionados en resﬁltados y
discusion como muestra 1,2,3.....etc.) no inoculados con M. leprae. La obtencién de sangre
se llevo a cabo mediante puncion cardiaca. Los animales fueron anestesiados con Ketamina
base(ketalar, 35 mg/kg de peso) por via intramuscular. De cada animal se obtuvieron 15 mi
de sangre periférica, la cual se distribuyd de la siguiente manera: en un primey tubo que
contenia heparina (10 ul de una concentracién de 60 Ul/ml [tubo 1]) se colocaron 3 ml de
la sangre, en un segundo tubo (tubo 2) que comtenia 5 ml de la solucién de
Alsever(apéndice I.1) se adiciond 10 ml de la sangre, y los 2 ml de sangre restantes se
distribuyeron en 4 cubrcobjetos previamente desengfasadosﬁ Todos las muestras se
emplearon para realizar los siguientes ensayos: 1. Evaluacién de la actividad quimiotéctica,
1. Determinacién de la capacidad fagocitica, I, Medicién del estallido respiratorio, IV.
Determinacion de la capacidad bactericida, V. Cuantificacion del factor de necrosis
tumoral, VI.Cuantificacién de IL-1 y VII. Deteccién molecular de IL-6.

Como grupo control para la determinacion de fagocitosis, INBT, capacidad bactericida y
quimiotaxis se emplearon LPMN de sangre periférica de humano.

Purificacién de LPNVN>

Para la purificacién de LPMN se empled el tubo que contenia 3 ml de sangre heparinizada
(tubo 1), al cual se le adiciond ademas 3 ml de solucion de Alsever ¥ 3 ml de solucion de
dextran al 6% (apéndice 1.2). La mezcla se incub6 durante 45 min a 37° C en una estufa
con una atmosfera de CO; al 5% para permitir la sedimentacién de eritrocitos. Después el

plasma (solucidn rica en leucocitos totales) se recuperd y se centrifugé a 1500 rpm durante
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8 min, se elimind el sobrenadante y el botén celu_lar se resuspendid en 5 ml de solucidén
salina fosfatos (PBS, apéndice [.3). La suspension de células se coloco en tubos conicos
que contenian 2.5 ml 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
recuperd el botdn celular.

Estas células se lavaron por centrifugaéién a 1500 rpm durante 8 min con 5 mi de PBS.
Finalmente, se cuantificé la viabilidad celular mediante la técnica de exclusidn con azul
tripano(apéndice 1.5 y I11.9) .

I. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD QUIMIOTACTICA HACIA DIVERSAS
SUSTANCIAS QUIMIOATRAYENTES®

Purificacion de LPMN (técnica anterlormente descrita)

Agentes quimiotacticos

1) El péptido bacteriano N-formil metionil leucil fenil alanina (fMLP) a diferentes
concentraciones (8 X 107%, 8 X 107 v 8 X 10% M .[apéndice IL.1]), 2) suero humano
activado con Escherichia coli (SHA) (apéndice 11.2), 3) suero de armadillo activado con £
coli (SAA)(apéndice 11.2) y 4) medio RPMI-1640 (testigo).

Ensayo de quimiotaxis

Se llevd a cabo en placas TRANSWELL (Transwell polvcarbonate membrane, COSTAR)
de 6.5 mm de didmetro y poro de 5.0 uM.

Se adiciond al pozo interno 100 ul de medio RPMI-1640 v al externo 600 pl del mismo
para equilibrar los pozos. La microplaca se incubé durante 30 min a 37° C en una estufa

con atmdsfera de CO; al 5%. Pasado el tiempo de incubacion se eliminé el medio de ambos

pozos. Posteriormente se adicioné al pozo intermno 1 X 10° LPMN (en un volumen de 100l
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de medio RPMI-1640) y al pozo externo 600 ul de cada uno de los quimioatrayentes (por
separado) o del medio RPMI-1640(testigo), inmediatamente se incubd la rﬁicr‘Oplaca durante
2ha37° C en una estufa con atmoésfera de CO; al 5%. Pasado el tiempo de incubacion, se
recuperaron los sobrenadantes de los pozos externos en tubos eppendorf y se centrifugaron
durante 8 min a 1500 rpm, después se climind el sobrenadante y los LPMN se
resuspendieron en 100 pl de liquide de Turk (apéndice II1.1) vy se procedid a contar el
nimero de LPMN de cada sobrenadante en la camara de Neubauer

Los resultados se reportaron como Indice de Migracién (I.M) , calculado con la siguiente
formula:

Migracion dirigida®
LM =

Migracion al azar **

*No. de LPMN que migraron hacia el agente quimiotactico

*k No‘l de LPMN que migraron hacia el testigo (medio RPMI-1640)
Se determind la significancia estadistica mediante la_prueba de U Mann-Whit.ney con un
valor de p<0.05.

1. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA®

Para la determinacién de la capacidad fagocitica se torﬁaron dos de los cuatro cubreobjetos
con sangre sin anticoagulante, los cuales se incubaron durante 45 min a 37° C en estufa con
atmésfera de CO; al 5% para permitir la adherencia de los LPMN. Posteriormente, se
adicionaron 2 ml de solucidn salina balanceada de Hanks (SSBH, apéndice 1.6) para retirar
el codgulo formado, se continué con 5 lavados de 2 ml de SSBH para eliminar el exceso de

eritrocitos.
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Ya finalizados los lavados, los cubreobjetos con los LPMN fueron colocados en una caja
Petri con medio minimo esencial (MEM) adicionado con 10% de suero fetal de ternera
{SFT) y 1 ml de levaduras de pan (Saccharomyces cerevisiae) opsonizadas con suero de
armadillo y/o humano (apéndice I1.3). Posteriormente, las cajas Petri conteniendo los cubre
objetos se incubaron a 37° C en estufa con atmdsfera de CO; al 5% durante 60 min, los
cubreobjetos se lavaron con SSBH para eliminar et exceso de levaduras y se levd a cabo
una tincion de los cubreobjetos con el colorante de Wright al 2% (apéndice I11.1) durante 3
min. Las muestras se observaron en un microscopio éptico. Se determind el porcentaje de
células que ingirieron levaduras (capacidad fagocitica) en un total de 100 LPMN. La cuenta
se hizo i)or duplicado.

La significancia estadistica ée calculd mediante la prueba de U Mann-Whitney con un valor
de p<0.05.

I, MEDICION DEL ESTALLIDO RESPIRATORIO MEDIANTE LA
REDUCCION DEL COLORANTE NITROAZUL DE TETRAZOLIO (NBT)"

| El estallido respiratorio es un mecanismo que emplean las células para la destruccién de
microorganismos mediante la produccién de intermediarios de oxigeno (singletes de
oxigeno, radical super éxido, perdxido de hidrégeno y radicales hidroxilo). El nitroazul de
tetrazolio (NBT) es un colorante que compite por los electrones producidos durante el
estallido respiratorio, reaccién que se puede detectar mediante un cambio de color del NBT,
el cnal en su estado oxidado es amarillo y al captar los elctrones pasa a un estado reducido,
tornandose a un color azul o morado, lo que finalmente provoca la precipitacién del NBT
en forma de sales de formazan.

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

anticoagulante, en los cuales se permitié 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 ml de medio MEM
adicionado con SFT al 10%, 1 ml de levaduras opsonizadas (relacién 10:1) v 1 ml de NBT
(0.2%, apéndice 1I1.2). Los cubre objetos se incubaron a 37° C en estufa con atmésfera de
CO; al 5% durante 60 min. Finalizado el tiempo de incubacidn, los cubreobjetos se lavaron
para eluminar €l exceso de colorante y levaduras. Posteriormente, se realizd una tincién con
safranina (0.5%, apéndice H1.3) durante 5 min, €l exceso de colorante se eliminé mediante
lavados con SSBH y se dejo secar a temperatura ambiente. Finalmente, se determind el
porcentaje de células que realizaron la reduccién del colorante NBT en un total de 100
células que ingirieron las le{fadux'as adicionadas. La lectura se hizd por duplicado.

Se determind la significancia estadistica mediante la prueba de U Mann-Whitney con un.
valor de p<0.05.

IV. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD BACTERICIDA CONTRA
Staphylococcus aureus”

Purificacion 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 (Staphylococecus aureus) se hicieron crecer en medio BHI (apéndice II.4)
durante 24h a 37°C, posteriormente se ajuétaron de forma visual al tubo 1 del nefelémetro
-de McFarland®, el cual indica que se tienen 3 X 10°® bacterias por cada ml. Después se
centrifugaron por 15 min a 3500 rpm v el botdn se resuspendié en RPMI-1640 con gelatina
al 0.1%.

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

Come agente opsomizante se empled 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 10° LPMN (100ul), 10 X 10° bacterias (100 ul) para tener
una relacién de 10 bacterias por cada LPMN y suero descomplementado de armadillo y/o
humano (por separado {50 pl]) diluido 1:10,000 con RPMI-1640 con gelatina al 0.1%, todo
esto en un volumen final de 250 ul. Los tubos se centrifugaron durante 5 min a 300 rpm y
posteriormente se incubaron (0, 30, 60 y 120 min) a 37°C. Finalizado cada periodo de
incubacién se tomd 1ul de la mezcla fagocitica de cada uno de los tubos y se adicionaron
999 ul de agua, se agitaron los tubos en vortex y se sembraron 10ul de cada tubo en una
placa de agar soya tripticasa por duplicado. Las placas de agar soya tripticasa se incubaron
a 37° C durante 24 h. El nimero de bacterias viables se determind por conteo de colonias
en un analizador de imagenes (Multilmage™ Light Cabinet, Alpha Innotech Corp.).

Como control se realizé una cinética de tiempo de incubacién 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 férmula:

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 determind la significancia estadistica mediante la prugba de U Mann-Whiiney con un

valor de p<0.03.

V. CUANTIFICACION DE UN FACTOR CON ACTIVIDAD SIMILAR AL
FACTOR DE NECROSIS TUMORAL o (TNFa)*.

Se determind la capacidad de los LPMN para producir TNFa ¢ IL-1 ante el estimulo de
lipopolisacarido bacteriano (LPS), acetato de forbol miristato (PMA) y la combinacién
LPS/PMA de la siguiente manera.

Purificacion de LPMN (técnica anteriormente descrita)

Cultivo de LPMN para la produccién de TNFo

Se colocaron en cada pozo de una microplaca de 24 pozos 1x10° LPMN vy diferentes
concentraciones de los distintos inductores: LPS (Ipg/ml, apéndice ILS), PMA (25, 50, 75
' y 100 ng/ml, apéndice I1.6) y LPS+PMA (1ug/10ng/ml). La microplaca se incubo a 37° C
en estufa con atmosfera de CO, al 5% durante 24 h. Después se recuperéron los
sobrenadantes del cultivo por centrifugacién a 1500 rpm durante 8 min y se congelaron a
~70° C hasta el momento de su uso.‘.

Cuantificacion de TNF—c.

Para la cuantificacion de TNFa se realizé el bioensayo de. citotoxicidad en células L-929,
debido a que estas célu.las son sensibles al TNF.

Cultivo de células 1.-929.

El bioensayo mas comdnmentc-empleado para meditr TNF-« o TNF-§ utiliza la accion
citotdxica que tienen estas citocinas sobre Ia linea celular L-929 {ATCC, Rockville, M.D.),
la cual es una linea de fibroblastos de ratén adulto C3HY,

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

complementado(apéndice 1V.4) y mantenidas a 37° C y atmdsfera de CO; al 5%.
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Tripsinizacion de células L-929,

Las celulas L-929 conservadas en botellas de 50 ml se lavaron 2 veces con SSBH, después
del ultimo lavado, a las células se les adicionaron 3 ml de tripsina (apéndice 1.7), la botella
se incubd a temperatura ambiente por 60 seg, en seguida se elimind la tripsina vy se
adicionaron 5 ml de RPMI-1640, despegando la capa celular mediante un fuerte golpe. La
suspensién celular se recuperd centrifugando a 1500 rpm durante 8 min, se eliminé el
sobrenadante y el botén celular se resuspendié en 2 ml de RPMI-1640 fresco,
posteriormente se contd el nimero de células mediante la técnica de exclusidn con azul
tripano. La suspensién celular se ajusté a 2 x 10° células/ml.

Cultivo de células L.-929 en placas de poliestireno.

Se depositaron 100ul (2x10° células/pozo) de la suspensién celular en cada pozo de una
microplaca de 96 pozos de fondo plano. La microplaca se incubé durante 24 h a 37° C en
estufa con atmésfera de CO, al 5% para permitir la adherencia de las células en la
superficie de la microplaca.

Deteccién de TNF-c.

Pasado el tiempo de incubacién, se elimind el medio de los pozos de la microplaca de 96
pozos, posteriormente se adicionaron 100ul de los sobrenadantes del cultivo de LPMN de

armadillo que fueron estimulados con los diferentes inductores y 100ul del medio de
cultivo RPMI-1640 complementado con SFT al 10% v actinomicina D (1 pg/ml, apéndice
IV.5), el analisis de cada muestra se realizd por triplicado. Se realiz6 tanbién una curva
tipo de TNF-c mediante la adicién de TNFrR para determinar la concentracién del mismo
en los sobrenadantes de los LPMN de armadillo activados con los diferentes inductores. La

microplaca se incubd durante 24 h a 37° C en estufa con atmosfera de CO, al 5%. Después
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del periodo de incubacidn, se eliminé el sobrenadante y se adicionaron a cada pozo 100pl
de metanol durante 7 min a temperatura ambiente para fijar las células, en seguida se
elimind el exceso de metanol y se agregé a cada pozo 50 ul de una sal de cristal viol_eta al
2% (apéndice 1I1.5). La microplaca se incubé por 10 min a temperatura ambiente, después
se decantd el colorante y se lavd cinco veces con 200 pl de PBS/pozo para eliminﬁ el
exceso de colorante. Al terminar los lavados, se adicionaron 100 ul/ pozo de dcido acético
al 33% (apéndice 1.8), se agitdé la microplaca hasta que se logréd la extraccion total del
colorante. Por ultimo, la lectura de la microplaca se hizo en un lector de ELISA a una
longitud de onda de 660 nm. Los resultados fueron expresados en unidades de TNF,
calculados a partir del porcentaje de citotoxicidad obtemido 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 -

V1. DETECCION Y CUANTIFICACION DE UN FACTOR CON ACTIVIDAD
SIMILAR A LA INTERLEUCINA 1 (IL-1) EN EL SOBRENADANTE DEL
CULTIVO DE LPMN DE ARMADILLO

Purificacion de LPMN de armadillo

Téenica anteriormente descrita.

Cuantificacion de IL-1

Se llevé a cabo mediante el ensayo de proliferacién de timocitos de ratén de la siguiente

manecra:
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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 suspensién celular se paso a
un tubo de 15 ml y se adicionaron 10 ml de medioc RPMI-1640. El tubo se centrifugd a
1500 rpm durante 8 min, se eliminé el sobrenadante y se resuspendieron los timocitos en
medio fresco. En seguida se contaron las células mediante la técnica de exclusién con azul
tripano v se ajustaron a 40x10° células/ml y se adicionaron alicuotas de 100 pl (4X10°
células/pozo} en cada pozo de una microplaca de 96 pozos de fondo plano y se agregaron
50 pl de fitohemaglutinina (Phaseolus vulgaris) a una concentracion submitogénica (0.1
neg/mi)apéndice I1.8), Ia placa se incubd 24 h a 37° C en una estufa con atmdsfera de CO»
al 5%. Pasado el tiempo de incubacién se lavaron dos veces las células con SSBH 1X, se
“adicionaron 150 pl de medio fresco y 50 ul de los sobrenadantes de los LPMN de armadillo
activados previamente con LPS (1pg/ml), PMA (10 ng/ml) v LPS/PMA (1ug/10ng/ml), asi
como concentraciones conocidas de IL-1 para realizar una curva tipo (adicionando 50 gl de
las diferentes concentracioneé delL-1: 0,1, 5,10, 15 y 25 pg/ml), todo en un volumen final
de 200 ul. Cada muestra se analizé en la placa de 96 pozos por triplicado.
La placa se incubd durante 48 h a 37° C en una estufa con atmésfera de CO; al 5%. La
proliferacién  celular se determiné mediante e! ensayo colorimétrico con
MTT(3-{4,5-dimetiltiazol-2-11]-2,5 difeniltetrazolio).
Ensayo colorimétrico con MTT”
Terminado el tiempo de incubacidn, la microplaca se centrifugd 8§ min a 1500 rpm, se
elimind el medio de cultivo y se adicionaron 180 pl de medio fresco y 20 pl de MTT
(apéndice II1.5). La microplaca se incubé por' 4 h a 37° C en una estufa con atmdsfera de

CO; al 5%. Finalizada la incubacidn, la microplaca se centrifugo 8 min a 1500 rpm, se
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eliminé el spbrenadante y posteriormente se hicieron 2 lavados con 100 pl de Alsever;
despues se adicionaron 200 pl de SDS al 3% (apéndice [i1.2) para disolver los cristales de
formazan. Se centrifugd la placa 10 min a 3000 rpm y se transfirieron 300 ul de los
sobrenadantes a una celda para su lectwra a 570 nm en un espectrofotdmetro (Helios,
UNICAM).

VII. DETECCION MOLECULAR DE IL-6 POR RT-PCR EN LEUCOCITOS
"TOTALES DE ARMADILLO ESTIMULADOS CON PMA Y PHA.

Cultivo de LPMN en presencia de PMA yv/o PHA v ensayo de RT-PCR Técnica de RT-
PCR¥

Para la obtencién del RNAm, los LPMN (1X10°% se recuperaron en tubos eppendorf
después de 4h de estimulo con PMA (10ng/ml) y/o PHA (10 ng/ml), a cada tubo se les
adicion6 0.8 ml de la solucién Tripure™ (Boehringer, Mannheim), se agitaron
vigorosamente y se incubaron 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron
160 pl de cloroformo, los tubos se agitaron vigorosamente y se incubaron por 15 min mas a
temperatura ambiente, pasado el tiempo de incubacion los tubos se centrifugaron a 12000
rpm durante 15 min a 4* C. La fasé acuosa se fransfinid a un nuevo tubo y el RNA se
precipitd con 0.4 ml de isopropanol; el tubo se centrifugd nuevamente a 12,000 rpm
durante 10 min a 4° C.

El RNA precipitado se lavé con 0.8 ml de etanol al 75% vy se solubilizé en agua tratada con
dietilpirocarbonato. Después se analizé la integridad del material genético en un gel de
agarosa al 0.8% (apéndice 19) Una vez llevado a cabo lo anterior, se procedio a la
obtencién del cDNA a partir del RNA obtenido mediante transcriptasa reversa empleando

¢l kit comercial 1% Strand cDNA synthesis (AMV, Boehringer, Mannheim). El ¢cDNA



obtenido se amplificé mediante PCR en un termociclador (PTC-100, MJ Research)
utilizando iniciadores especificos para la deteccion de IL-6h (apéndice I19) e IL-1h
(apéndice I1.10).

La reaccién se llevé a cabo en un volumen final de 50 ul, conteniendo: 0.1 uM de
oligonucledtidos, 250 uM de las bases, buffer de reaccién 1X, 3 mM de MgCl,, 3 Ul de
Taq DNA polimerasa y 8ul del cDNA La mezcla de reaccidn se sometid a 3 min de
desnaturalizacién a 95° C seguido de 40 ciclos de amplificacién con las siguientes
condiciones: Desnaturalizacion 1 min a 95° C, | min para alineacién a 60° C, elongacién
durante 3 mun a 70° C y una extensidn final de 5 min a 72° C. El producto de la
amplificacion se observo en un gel de agarosa al 2% (apéndice 1.10) tefiido con bromuro de

etidio (apéndice I11.6).
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RESULTADOS

I. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD QUIMIOTACTICA HACIA DIVERSAS
SUSTANCIAS QUIMIOATRAYENTES |

Se determinéd el indice de migracién (IM) de LPMN de armadillo identificAndose el
nimero de células que atraviesan una membrana ante diversos agentes gquimioatrayentes.
Cada uno de los agentes quimiotacticos que se muestran en la Tabla 1 se empled de manera
individual, no se hicieron mezclas.

Los resultados de migrac'ién se muestran en la tabla |. Los LPMN de armadillo presentaron
una actividad de migracion tanto hacia el suero de armadillo estimulado con £. coli (SAA)
(5 164 * 1.35) como al fMLP a las concentraciones de 8 x 10™M (1433 £ 0.18), § x 10°M
(1331 £012) y 8 x 10°M (1.009 £ 0.17). En coniraste, el empleo de suero humano
estimulade con £ coli (SHA) no indﬁce una actividad de migracién de los LPMN de
armadillo hacia este (0 567 + 0.18)

Una observacién interesante fue que el SAA induce una mayor migracion de LPMN de
humano (34 395 + 6.46) que su propio suero homoélogo (22.193 £ 1.74) (Tabla 1).

TABLA 1. Indice de Migracion (IM) de LPMN de armadillo y de humano hacia

diferentes quimioatrayentes.

LPMN de armadillo® LPMN de humano®
(IM) (IM)

Agente guimiotictico

Suero humano activado con 0.567x0 18* 22 193 +1 74%

E. coli (SHA)

Suerc de armadillo activado 5164 +135% 34 395 + 6.466%

con E. coli (SAA)

FMLP® 8 x 10°M 1433 £0.18% 3.514 = 0.660%
FMLP 8x 10°M 1331012 2981 +0682
|FMLP 8x 10°M 1.009 +0.17 0886+ 0190

a Indice de migracién representado por la media + el error estandar

b Péptido formil metionil leucil fenil alanina
* Diferencia estadisticamente significativa (p< 0.03)




II. PETERMINACION DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA

El porcentaje promedio 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 analisis estadistico mostrd que al comparar estos dos grupos no
hubo ninguna diferencia en el porcentaje de fagocitosis (Tabla 2).

Sin embargo, cabe sefialar que 4 armadillos pr'esenfaron un porcentaje de fagocitosis menor
al 50 %, a diferencia de lo gue ocurrié en humanos, en donde se observd que todas las

muestras presentaron porcentajes mayores del 50 %

TABLA 2. Porcentaje de fagocitosis® de LPMN de armadillo y humano

No. de | % de fagocitosis en | % de fagocitosis en
muestra | LPMN de armadilio | LPMN de humano
1 245 56.5
2 253 67
3 45 725
4 45 75.5
3 59 77
6 66 58
[ 7 70 5 64
3 71 88
9 78.5 76
14 85 74
X 37 70.9
e.§ 6.64 3.0
de 21.2% 9 5%

a Fagocitosis de S cerevisiae (opsonizada) e.s error estandar d.e desviacion estandar
x media *No existe diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos
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ol. MEDICION .DEL ESTALLIDO RESPIRATORIO MEDIANTE LA
REDUCCION DEL COLORANTE NITROAZUL DE TETRAZOLIO (rNBT)

Se determiné el porcentaje (%) de reduccion del colorante nitroazul de tetrazolio de LPMN
de armadillo y humano apar"entemente sanos mediante la técnica de adherencia en
cubreobjetos

El porcentaje promedio de tNBT en armadillos fue del 70 55% y los rangos fueron de 51.7
a 893 %, mientras que en humano fue de 85 5% y los rangos fueron de 78 1 a 92.9% El
analisis estadistico mostrd una diferencia significativa (p<0.05) entre estos dos grupos
(Tabia 3)

Cabe sefialar que en 4 armadillos, el porcentaje de tNBT fue menor del 70 % Al identificar
a estos animales, se observd que dos de ellos mostraron porcentajes bajos de fagocitosis
(25.5 y 24 5 %) (Tabla 4), mientras que otros animales mostraron una baja actividad
fagocitica con un aumento en la INBT

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

No. de % de rNBT en | % de yNBT en
muestra armadillo humano

I §L3 EE

2 485 843

3 45 73

4 75 76

5 86 92 3

I3 67 81

7 42 935

8 83 83

9 93.5 97.5
10 84 38

X 7035 855
e.s 59 2.3
de 188 7.4

* Diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (p<@. 03)
e.s crror estandar  d.e desviacion estandar x media :
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TABLA 4. Porcentaje de fagocitosis y reduccién de NBT de LPMN de armadillos

No, de Porcentaje de Porcentaje de
muestra fagocitosis rNBT
1 245 81.5
2 255 48.5
3 45 45
4 45 75
5 39 86
6 66 67
7 705 | 42
8 71 83
o 78.5 93.5
10 85 84
X 57 70.5
d.e 21.2 18.8
e.s 6.64 5.9

e.s error estandar  x media d.e desviacion estandar

IV. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD BACTERICIDA DE LPMN CONTRA
Staphylococcus aureus

La capacidad bactericida de los LPMN de armadillo se determind mediante su capacidad
para destruir a S8 aureus en diferentes periodos de tiempo (0, 30, 60 y 120 min de
incubacion), esta se compard con la capacidad bactericida de los LPMN de humanos
Primero se llevé a cabo una cinética de tiempo para determinar 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 v 120 min de incubacidn, mientras que el suero de humano no mostrd este efecto, sin

embargo cabe sefialar que no hubo una diferencia estadistica significativa entre ambos



gfupos

Posteriormente se determind la capacidad bactericida de los LPMIN de armadillo y humano
hacia S. aureus opsonizada con el suero homélogo 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 incubacion (figura 2). Sin embargo, esta
diferencia no fue significativa entre ambos grupos, aunque es importante sefialar que fa
tendencia. de la capacidad bactericida de los LPMN de armadillo fue mantenerse constante
entre los 30 v 60 min, y posteriormente aumentar el %MI entre los 60 y 120 min, mientras
que en humano la capacidad bactericida se mantuvo constante a través del tiempo, aunque

no hubo diferencia estadistica signtficativa

! |
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Fig. 1 Efecto del suero de armadillo sobre la cinética de viabilidad de S. aureus Las
barras representan la media y desviacidn estandar de la viabilidad de §. awureus después de la

incubacién con LPMN de armadillo ( A) o humano (m) 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 la media y desviacion estandar del porcentaje de mortalidad de S aureus

después de la incubacién con LPMN de armadillo (#) 0 humano (m) a los 30, 60 y 120 min.

V. CUANTIFICACION DE UN FACTOR CON ACTIVIDAD SIMILAR AL TNF

La deteccién de un factor con actividad similar al TNF en los sobrenadantes de cultivo de
LPMN de armadillo estimulados con LPS (Iug/ml), PMA (25, 50, 75 y 100 ng/ml) y la
mezela LPS+PMA (1 g/ 10_ ng/ml} f’ue evaluado mediante su efecto citotéxico sobre
células L-929. La sensibilidad de las células L-929 al TNF fue determinada mediante una
curva tipo. de TNF recombinante de raton, como se observa en las Figuras 3 v4

Los sobrenadantes de LPMN de armadillos estimulados con LPS no mostraron actividad
citotéxica sobre las células 1.-929 (tabla 5). Sin embargo, el PMA mostré tener un efecto
sobre la produccién de TNF, va que la produccion de este factor fue dosis dependiente de la

concentracion de PMA- 25 ng/ml producen una actividad citotéxica del 22%, 50 ng/ml
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producen una actividad citotéxica del 33 9%, 75 ng/ml producen una actividad citotoxica
del 5098% vy 100 ng/ml producen una actividad citotdxica del 58.35%, la mezcla
LPS{1png/mly vy PMA({10 ng/ml) solo produce un 28 85% de citotoxicidad (tabla 5).

Otros inductores de TNF fueron analizados para demostrar su capacidad de estimular a los
LPMN de armadillo y producir un factor con actividad de TNF, medida por citotoxicidad
sobre célutas L-929 (Tabla 6)

Todas las citocinas empleadas en este estudio mostraron una activacidn de los LPMN para
la produccion 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 dosts dependiente

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2 -
0.1 - o ¥ %

i 1 | SR | 1

Abs. (660 nm)

2 3

0 1 10 10 10 104 10° 107
Conc. de TNF (pg/ml)

Fig. 3. Curva tipo de TNF. Las células L-929 fueron incubadas con diferentes
concentraciones de TNF, después de 24 h de incubacion a 37° C se determinaron los
valores de absorbancia mediante la tincidn con cristal violeta Las barras representan la

media y desviacion estandar de cada concentracidn.
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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 incubacion a 37° C

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

barras representan la media y desviacion estandar de cada concentracion.

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

LPMN de armadillo estimulados con diferentes inductores

Inductor Porcentaje de Concentracion de
citotoxicidad® TNF pg/ml”
Medio 511 + 14 60%525
Lps® 1pg/ml 268 £ 03 55+350
PMA® 75 ng/mi 220 153
‘ 50 ng/mi 339 £ 36 50£113
75 ng/ml 5098 + 4.7 5.0+12.0
100 ng/ml 5835 * 2.0 1.0
LPS (1pg/ml) + PMA (10 ng/ml) 2885 + 398 1235+66

aRepresentado por la media * la desviacion estandar b Lipopolisacirido bacteriano (£, colf)

¢ Acetato de forbol miristate




Tabla 6. Porcentaje de citotoxicidad y concentraciéon de TNF de sobrenadantes
de LPMN de armadillo estimulados con diferentes citocinas recombinantes de

humano y/o ratén.

Concentracién” de TNF

INDUCTOR n % de citotoxicidad”
en células L-929 (pg/ml)
IL-2rth 1 ng/ml 4 2219x414 975+ 575
IL-3rR 2.5 ng/ml 4 2184+£58 075+ 65
INF-rh 100 pg/ml 3 3007 £7.72 125 £ 675
TNFIR (pg/mil) 0 003 ] 2943 £ 0.09 125+ 0
0.062 2 4230 + 114 400z 7.5
0.125 2 4477 £ 12.81 450 775
023 2 5148 =+ 2387 600 575
03 4 63355+ 779 875+ 675
625 2 8032 £+ 137 2000% 52
1250 2 829 &£ 226 2730+ 55
250 0 2 7389 £ 0.09 1750+ 0
5000 4 7567 £ 664 1000+ 63

a Porcentaje de citotoxicidad 1epresentado por la media (x) y desviacion estandar (d e )
b Concentracién de TNF representada por la media (x) y desviacidn estandar {d.¢.)

¢ Lipopolisacando (& colt)

d Ester de forbol miristato acetato

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

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

armadillo estimulados con LPS (1 pg/ml), PMA (10 ng/ml) vy la combinacion LPS (1 pg/ml)+

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

estos sobrenadantes no indujeron la proliferacion de los timocitos de raton, a diferencia de lo

observado con la IL-1rh (fig. 5ytabla7)
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Fig. 5. Curva tipo de IL-1. Los timocitos de ratén se pusieron en contacto con la IL-

Irh a diferentes concentraciones, y después de 24 h de incubacion a 37° C, la absorbancia fue

medida mediante la reduccion del colorante MTT

Tabla 7. Indice de proliferacion de timocitos de ratén con diferentes

inductores de la produccién de IL-1

INDUCTOR INDICE DE
PROLIFERACION®

Células con medio 0.927 + 0 086

Células con PHA* 0871 +0.103

LPS! 0.186 +0.026

PMA* 0.208 + 0 028

LPS!/PMAZ 0 208 +0 025

a Los valores de indice de proliferacion representan la media + la desviacién estandar
*Phaseolus vulgaris

1 Lipopolisacarido bacteriano de £ coli (1 pg/ml)

2 Ester de forbol miristato acetato (10 ng/ml)
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Debido a que no se logrd demostrar la presencia de un factor con actividad similar a la L-1
mediante el bioensayo, se decidié investigar la presencia de RNAm para [L-1. Para ello, se
realizd la extraccidn de RNA total a partir de 1x10° leucocitos de armadilio (Fig. 6), en la cual se
observan dos bandas que corresponden al RINA total, una de 2,027 pb y otra de 1,178 pb.

El RNA total fue empleado para obtener DINA copia (cDNA) mediante transcriptasa reversa, y
posteriormente este cDNA se utilizd para PCR en la busqueda de RNAm. para 1L.-1 empleando
iniciadores especificos para IL-1 humana, los 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 los
leucocitos totales de armadillo activados con PMA (carril 1) v PHA (carril 2) los cuales presentan

una banda similar al control positivo de [L-1h (carril 4).

1 2 3 4 pb

5,148
1,904
178

831

Fig. 6. Corrimiento electro"for'étzco del RNA total de 1 x 10° 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




VII. DETECCION MOLECULAR DE IL-6 POR RT-PCR EN LEUCOCITOS TOTALES
DE ARMADILLO ESTIMULADOS CON PMA Y PHA

Un milloén de leucocitos de armadillo fueron estimulados con PMA y/o PHA por 4 ha 37° C,
posteriormente se recuperaron las células v se les adiciond Tripure™, a partir de]l RNA de los
feucocitos de armadillo y mediante RT-PCR se obtuvo el cDNA, el cual se utilizd para la
busqueda de RNAm para IL-6. Para elio se emplearon iniciadores para [L-6 humana, la cual
amplifica para un fragmento de 628 pb. Los resultados se muestran en la fig. 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 leucockos 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 (carnl 1) o PHA (carril 2) se empled para
obtener cDNA mediante transcriptasa, y después mediante PCR se realiz6 la busqueda de
RNAm para IL-1{carril 4), mostrando gue con ambos inductores se amplifico un fragmento
de 491 pb :

Fig. 8. RT-PCR del RNA de leucocitos de armadillo activados con PMA y/o PHA
A partir del RNA de 1x 10° 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

empled para la busqueda de RNAm para IL-6 (carril 4), observando que los leucocitos
activados con PHA amplificaron un fragmento de 628 pb -

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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DISCUSION

Como se describid en la introduccidn, D. novemcinctus es un modelo Gtil en el estudio de la lepra, sin
embargo, sus mecanismos inmunologicos atin son poco conocidos. M. leprae es el agente etiologico de
la lepra, es una bacteria intracelular obligada que crece dentro de los macréfagos, por lo que una
deficiencia en los mecanismos bactericidas de estas células podria dar la pauta para el crecimiento vy
mantenimiento intracelular de esta bacteria.

Los macrofagos, los monocitos y los neutrofilos pertenecen a la estirpe mieloide y su principal funcidn
es la eliminacion de bacterias patdgenas que han invadido el torrente circulatorio, tejidos y drganos
Por un lado, la deteccion 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 v por oire lado,
las células de esta estirpe son la primera linea de defensa contra diferentes patdgenos, las cuales
nictan la produccion de citocinas proinflamatorias, por lo que una deficiencia de estas llevaria a una
menor respuesta contra el patdgeno, sin embargo, a(n se desconoce mucho acerca de los mecanismos
de la actividad fagocitica de los LPMN

Los primeros estudios realizados para demostrar la presencia de los elementos celulares de la respuesta
inmunologica en sangre periférica de armadilios silvestres muestran que poseen. 35% de neutrdfilos,
0 7% de monocitos, 4% de eosindfilos, 0 7% de baséfilos v 52% de linfocitos®

En un reporte posterior, Guerra-Infante’' analizd el porcentaje de leucocitos en armadillos en
cautiverio mediante citometria de flujo, encontrando que la distribucion celular de los leucocitos de
sangre periferica de D novemcinctus de acuerdo a los datos de tamafio y granularidad es en promedic
del 28 04% de hinfocitos, 54.6% de leucocitos polimorfonucleares y 5.8% de monocitos. Esto muestra
gue los LPMN en los animales en cautiverio se encuentran en mayor nimero que el resto de los
leucocitos.

Los LPMN son la primera linea de defensa que participa en la eliminacidn de bacterias mediante sus
principales funciones fagocitar, destruir y liberar factores quimiotacticos y citocinas durante un
proceso infeccioso

El movimiento o sentido direccional de las células es necesario para detectar morfogenes que
controlan la diferenciacién y sustancias atrayentes que dirigen la migracidn celular, como en el
proceso de quimiotaxis®® El complejo proceso de migracién direccional involucra no solo la
recolocacion sino también la orientacidon de las células a lo largo del gradiente del quimioatrayente,
esto requiere que la célula detecte exactamente la direccion del agente quimiotdctico y discrimine

entre pequefias diferencias en la concentracién del mismo™?’. El péptido quimiotactico sintético



formil metioni] leucil feni! alanina (fMLP) y otros ligandos de neutrdfilos, tales como la IL-8, el
fragmento C35a del complemento, CGM-SF, PAF, PMA, zimosan opsonizado y el LB son
ampliamente usados como modelos de quimioatrayentes para neutrofilos de mamiferos™.

Se ha reportado que la respuesta de los LPMN hacia estos agentes quimioatrayentes varia de acuerdo a
los diferentes diferentes grupos zooldgicos.

En la tabla 8 se describe el efecto de diferentes quimioatrayentes sobre los leucocitos de varios grupos
zoologicos descritos en la literatura y los resultados obtenidos en este trabajo, observando que el
péptido bacteriano IMLP tiene mayor efecto sobre los LPMN de raton®> y humano, pero no sobre los
leucocitos de perro’. En los leucocitos de armadillo la respuesta quimiotictica hacia el IMLP es muy
tenue, ademas de ser dosis dependiente, lo cual sugiere que los receptores son de baja afinidad para el
tMLP, comparado con la de ratén o humano, pero con mayor respuesta en comparacion con los LPMN
de perro

Tabla 8. Indices de migracién (L.M) de leucocites polimorfonucleares de diferentes gtupos zoolégicos hacia

diferentes factores quimiotacticos.

Grupo zooldgico Factor quimiotactico LM Técnica empleada Referencia
Ratsn fMLP? (1x107'M) 35 Placa Transwell 583
(pore de 8.0 um)
Conejo hC5a” (1x107'M) 2.9 Agarosa 54
Cerdo hCoa (1x‘|0"7M) 23 ! *
Cobayo hC3a (1x107M) 21 . “
Humano hC5a (1x10°M) 2.7 )
Raton fMLP { 1x10°M) 314 Boyden 50
Perro fMLP {(1x107M) 0 . .
Humano *SHAY 2219 +1.74 Placas Transwell
*SAAS 34 30 + 6.46 (poro de 5 0 pm)
*MLP (8x107 M) 3.51 £ 0.66 "
“fMLP (8x10°° M) 298068 “
Armadillo MLP (8x10° M) 0.88£019 ‘
(D. navemncinctus) "SHA' 0.56£018 ¢
“SAA” 516 + 1.35 :
*MLP (8x10° M) 14314018 -
*MLP (8x107° M) 1334012 .
*MLP (8x10°° M) 101£017 )

1 .M Denota &t no de céiulas que migraran hacia el factor quitniotactico entre el no. de ¢éluias que migraron al azar
2 fMLP Formil metionil leucil fenil alanina 3 Fraccion C9a del compiemento humano

4 Suero humang activado con £ cali S Suero de armadillo activado con E. coif

" Resultados obtenidos en esta invastigacidn



El factor C5a del complemento ha sido descrito como una potente quimiotaxina para neutrdfilos™ Los
estudios sobre la quimiotaxis de diferentes grupos zooldgicos empleando C5a humano, no han
mostrado buena actividad quimiotactica sobre LPMN de conejo, cerdo y cobayo, en comparacion con
LPMN de humanos, demostrando que estos animales requieren 10 veces mas concentracion de CSah
para mostrar una actividad quimiotéctica similar a la que muestran los LPMN de humanos En el caso
de los LPMN de armadillo, aunque no se utilizé C5a humano puro, se empled suero homélogo v
heter6logo (humano) activado con £. coli, los resultados muestran que los LPMN de armadillo migran
de manera adecuada hacia el suero homélogo, a diferencia de lo que sucede con el suero heterélogo,
donde no se observa migracion estadisticamente significativa (Tabla 1)

Una observacidn interesante es que los LPMN de humano (grupo testigo) migraron tanto hacia el
suero homoélogo como heterdlogo (de armadillo), siendo este ultimo mejor quimioatrayente que el
mismo suerc humano {Tabla 1), lo que sugiere que los LPMN de humano muestran receptores de
mayor afinidad para el fragmento CSa de armadillo u otros fragmentos producidos por la cascada del
complemento del suero de armadillo Lo que sugiere que la respuesta quimiotictica tanto de los
leucocitos de armadillo como de humano no depende del origen del suero™™.

De los resultados mostrados en la tabla 8, se puede decir que los LPMN de armadillo responden mas o
menos hacia diversos agentes quimiotacticos, al igual que lo hacen los LPMN de otros animales.

De todo lo anteriormente expuesto, se puede inferir que la respuesta quimiotactica de los leucocitos de
armadillo se debe principalmente a la interaccidn hgando-receptor y a la posible variedad de los
receptores quimiotacticos presentes en cada grupo zooldgico en cuanto a cantidad y/o cualidad™.

La fagocitosis por LPMN es un mecanismo inespecifico de defensa de la respuesta inmune, la cual se
lleva a cabo con la participacion de opsoninas presentes en el suero (inmunoglobulinas y
complemento) o en ausencia de las mismas {fagocitosis no opsonizante)’ >

Los porcentajes de fagocitosis de los LPMN de diferentes especies de mamiferos han sido estudiados.
En la tabla 9 se muestra el porcentaje de fagocitosis de LPMN de diversos mamiferos reportados en la
literatura y de armadillo obtenidos en este trabajo. Por ejemplo, en el caso de los LPMN de bovino®,
los porcentajes de fagocitosis observados hacia £ coli | Salmonella sp., S. agalactiae v S. aureus
varian entre 63 y 81%, mientras que para 8. abortus y M. bovis son del 40 y 23% respectivamente,
esto sugiere que la capacidad fagocitica de los LPMN de los bovinos depende del micreorganismo
empleado Otra especie como el perroso, presenta un porcentaje alto de fagocitosis {(97.01%) contra 5.

38,61

intermedius. En el caso de humanos™”" el porcentaje de fagocitosis va del 48 al 77% cuando se utiliza

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

microorganismos

Especie Microorganismo Porcentaje de Técnica Referencia
fagocitosis
Bovino E. coff 8127 +114 ADHERENCIA EN 58
Salmonella sp. 80681 +112 VIDRIC

S. agalactiae 76 96 + 21 4 -

S. aureus 6362+180 “
8. abortus 4044£107 “ "

M. bovis 0363 +127 @
Perro S, intermedius 87.01£3.22 Maranja de acridina 60

Humano
a) S. aureus 5687 +2.0 ADHERENCIA EN 58
b) _ 8. aureus 485 +20 VIDRIO "
Humaneo
c) S. aureus 77.2 Citometria de 61
flujo
d} S. cerevisiae 706+30 Adherencia en o
Vidrio
Armadille®

) S corsvisiae 100 Adherencia en vidrio* 33
f S cerevisiae 57.0+6.84" Adherencia en vidrio -

a) Porcentaje de fagocitosis en mujeres aparentemente sanas

b) Porcentaje de fagocitosis en mujeres embarazadas

¢) y d) Porcentaje de fagocitosis en humanos aparentemente sanos

e}y f) Porcentaje de fagocitosis en armadillos aparentemente sanos

* Previa desfibrinizacién de la sangre

** Resultados obtenidos en esta investigacion

1 Representado por la media y el error estandar 2 Dasypus novemcinctus

En cuanto a la fagocitosis de los LPMN de armadillo de nueve bandas, un reporte previo® 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 nimero de animales

empleados por Rojas v cols ** fue de dos animales, y en este trabajo se emplearon diez Considerando

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

s1 hubieran sido evaluados solamente dos animales en este estudio (tabla 2, animales 9 y 10) apenas se
hubiera obtenido un porcentaje de capacidad fagocitica del 81 75%, 2) aunque se empleo la misma

técnica (adherencia en vidrio), Rojas v cols® desfibrinizaron primero la sangre y posteriormente .

llevaron a cabo la adherencia; y en este estudio, la adherencia se realizd antes de que se coagulara la
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sangre, por lo que se podria pensar que al eluminar el codgulo se dafiaron los leucocitos v por lo tanto
el porcentaje obtenido se debe a que estos no pudieron fagocitar Aunque esta hipotesis se invalida con
la razdn expuesta anteriormente (st hubieran sido evaluados solamente dos animales en este estudio
[tabla 2, animales 9 y 10] se hubiera obtenido un porcentaje de capacidad fagocitica del 81 75%}) v 3)
otra razdn que puede explicar la diferencia entre ambos resultados es que los animales incluidos en
este trabajo se consideraron aparentemente sanos, sin embargo, durante la purificacién de los LPMN,
en dos animales (no incluidos en el estudio)} se encontraron filarias, lo cual indica que posiblemente
otros armadillos podrian haber estado parasitados (animales que presentaron los porcentajes mas bajos
de fagocitosis), mostrando una deficiencia en su capacidad fagocitica

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 mamiferos para fagocitar diferentes
micréorganismos por técnicas similares o diferentes a la adherencia.

Otro aspecto que se evalud en los LPMN de armadillo, fue su capacidad pﬁr'a destruir a los diferentes
microorganismos. La técnica de reduccidn del colorante nitroazul de tetrazolio (fNBT) es una prueba
ampliamente usada para investigar la produccién de superdxido por parte de los leucocitos, ya que este
es un potente agente bactericida involucrado en los mecanismos de defensa®, por lo que es necesario
conocer como funciona esta actividad en LPMN de armadillo.

De los reportes de rNBT en diferentes especies de mamiferos, se ha descrito para el caso de bovinos™
(tabla 10), que estos animales tienen una baja actividad de rNBT, la cual va del 11 al 40% hacia los
diferentes microorganismos que se emplearon, en comparacion con los LPMN de humanos, en donde
los porcentajes de INBT estuvieron entre el 85 y el 95% cuando se emplearon § cerevisiae v §. aureus
respectivamente (Tablas 3 y 10)

En cuanto a los valores del estallido respiratorio en LPMN de armadillos reportado por Rojas y cols. ™,
describen que este es del 100% (Tabla 10), mientras que en este estudio el porcentaje obtenido fue de
70 5% (£ 5.9) de {NBT (Tablas 3 y 10) Con los resultados anteriores es evidente que ios LPMN de
bovino v de armadillo producen bajas cantidades de radicales libres de oxigeno, en comparacién con
los LPMN de humano, lo cual sugiere que los mecanismos independientes de oxigeno en los LPMN
de armadillo que son primordiales para la destruccidn de patogenos, se encueniran disminuidos

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

patdgenos.
Especie Microorganismo Porcentaje de Tecnica Referencia
' INBT
Bovino E. coli 38 90+211 Adherenciz en 59
Salmonella sp. 27 86 + 135 vidrio®
S agalactiae 3170+107 « *
S. aureus 3385195 ) '
8. abortus 11.36 £ 7.61 |
M bovis 4099 +21 89 ) "
Humano
a) S aureus 95.4 Adherencia en 58
vidrio
B) S aureus o920 " 58
e} S cerevisiae 855+23 ‘ *
Armaditio
(D. novemcincius)
d) S cerevisiae : 1000 Adherencia® 33
&) S. cerevisiae 70558 Adherencia *

1 Primero se realizd la purificacidn de neutréfilos

a) y ¢) Porcentaje de rNBT de leucocitos de individuos aparentemente sanos
b) Porcentaje de NBT de leucocitos de mujeres embarazadas

d) y e) Porcentaje de rNBT de leucocitos de armadillos aparentemente sanos
2 Previa desfibrinizacién ae fa sangre

* Resultados obtenidos en este trabajo

Al 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 INBT 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 fagocitica, esto podria
sugerir la razdn por la que algunos animales son susceptibles a la infeccién experimental con M
leprae. Los porcentajes altos en la INBT, sugieren que las células fagociticas circulantes de estos
animales poseen el sistema NADPH oxidasa generador de radicales libres, a traves del cual el NBT es
también reducido, tal sistema capacita a las células fagociticas de la mayoria de las especies para
enfrentarse eficientemente contra microorganismos invasores>

Como se menciond anteriormente, durante la purificacion de los LPMN de dos armaditlos se
encontraron filarias, lo cual hace pensar en la posibilidad de que los animales con bajos porcentajes en

la INBT hubieran estado parasitados o infectados por diferentes microorganismos
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Al comparar los datos de fagocitosis y de tINBT obtenidos en este trabajo (Tablas 2, 3 v 4}, con los
descritos en los trabajos citados en las tablas 9 y 10, se muestra que las actividades fagociticas v
microbicidas de los neutrdfilos pueden diferir para varios micioorganismos. Se conoce que los eventos
fagociticos estimulan los procesos metabdlicos en los neutrdfilos llevando a la activacidon de
mecanismos microbicidas independientes y/o dependientes de oxigeno. La resistencia de los
microorganismos a la fagocitosis y muerte intracelular por los neutréfilos depende de una variedad de
propiedades de los microorganismos tales como. presencia de capsula, composicion de la pared
celular, toxinas e inhibidores metabdlicos Asi pues, el grado de rNBT depende primero de la
generacion de donadores de electrones tales como [os aniones superdxide en ei fagolisosoma. La falla
para reducir el NBT indica un bloqueo en los procesos metabolicos oxidativos e incapacidad del
fagocito para infligir dafio oxidativo a los microorganismos ingeridos. Ademas, la rNBT puede ser
constderada una medida indirecta de las actividades microbicidas dependientes de oxigeno de los
neutréfilos™

La funcion bactericida en neutrofiles, es un proceso complejo que involucra no solamente la ingestion
y actividad del estallido respiratorio, también requiere movimiento intracelular y fusion de fagosomas
con lisosomas, lo cual lleva a la liberacion por parte de los lisosomas de al menos 60 compuestos
potencialmente bactericidas® .

Los ensayos tradicionales que miden la actividad bactericida de neutrdfilos, determinan el nimero de
bacterias muertas mediante conteo de colonias. La evaluacion de la actividad bactericida de los
neutréfilos ha sido una herramienta importante para determinar el estado inmune en animales tales
como perrosGU, humanos®', bovinos™, etc.

63,64 presentan un porcentaje

Como se muestra en la tabla 11, se ha reportado que los LPMN de bovinos
de muerte intracelular contra S. aureus del 70 al 78% y los LPMN de humano®™® del 72 al 84% En
los LPMN de armadillos, el porcentaje de muerte intracelular 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. qureus y
que su capacidad bactericida es igualmente eficiente a partir de los 30 min de incubacidn, v aumenta
de manera proporcional al tiempe de incubacién, aunque estadisticamente no hay diferencia
significativa. La comparacion en el porcentaje de muerte intracelular de §. aureus que presentan los
leucocitos de armadillo (del 73 al 86%) contra los leucocitos de perro® (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 Microorganismo Tiempo de % M1 Técnica Referencia
incubacién
(min)
Bovino S aureus 60 70-7% Reduccion de MTT 63
S aureus 10 723 Cuenta de UFC 64
Perro S. intermedius 30 45 3+9.18 Naranja de acridina 60
45 4772100 “
Humano S, qureus 60 66 Q=12 3 Citometria de flujo 61
120 79.0+£7.5 “
S. qureus 30 7222 Cuenta de UFC 65
S aureus 30 78 0=120 b ¥
60 83 81£8.90 “ *
120 83.61+8 89 * *
Armadillo |
(D novemcinctus)
S aureus 30 | 73.062160 Cuenta de UFC *
60 75.99=120 b *
120 36 31£77 “ *

* Resultados obienidos 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 ingestién normal y al mismo tiempo ser
eficientes en su actividad bactericida, o por el contrario, poseer una ingestidn normal y tener severas
deficiencias en su actividad bactericida®, b) el tiempo de incubacién para dar muerte a un
microorganismo no varia de manera significativa entre los armadillos v otras especies {(a excepcion del
perro) y ¢) la comparacion de los resultados obtenidos en armadillos con respecto a las otras especies
indica que el tiempo 6ptimo de muerte intracelular es més lenta que la de humano, lo cual se debe a la
baja actividad en la produccion de ROS, como lo sugiere el porcentaje de INBT

Los LPMN son frecuentemente referidos como células diferenciadas terminales, las cuaies. carecen de
actividad transcripcional y capaces de llevar a cabo una escasa o nula sintesis de proteinas Sin

embargo, la validez de este concepto ha ido cambiando principalmente a través del uso de técnicas de
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biologia molecular y técnicas de sensibilidad como la inmunchistoquimica. Estudios in vifro han
mostrado que los LPMN purificados tienen la capacidad para expresar de manera constitutiva o bajo
un estimulo RNAm para una variedad de proteinas, las cuales estan involucradas en las funciones
efectoras de los LPMN Algunas de estas proteinas son las citocinas®, un grupo heterogéneo de
mediadores polipeptidicos que han sido asociados con la activacion del sistema inmune v {a respuesta
inflamatoria®”. '

Por gjemplo, diversos grupos de trabajo han generado evidencia convincente de que los LPMN de
humano pueden liberar TNF-ct, IL"'ICLGS, IL-1B, IL-1ra, IL-8, TGF-B1, IL-6, INF-~a, G-CS¥, M-CSF,
GM-CSF, 1L-3 e T1.-12°® En armadillos no se han llevado a cabo estudios sobre la produccion de
citocinas por parte de los LPMN de estos animales debido a que el conocimiento del sistema inmune y
la comprension de la patofisiologia de las enfermedades infecciosas e inflamatorias de muchas
especles animales han sido limitadas por la carencia de reactivos disponibles para medir citocinas,
aunque se han hecho algunos progresos adaptando bioensayos para algunas citocinas como IL-1, [L-6
y TNF-q, los cuales funcionan de una manera no especie-especiﬂca69’7°

Existen reportes sobre la produccion y liberacion de un factor soluble con actividad similar a la IL-1

5673 producen IL-1

por los LPMN de ratas’’ v conejos . Se ha descrito que los LPMN de humano
cuando son estimulados con LPS y fMLP, encontrando que la concentraciéon de esta citocina es

dependienie del nimero de células. En este trabajo, empleando los sobrenadantes del cultivo de 4 x

10° LPMN de armadillo estimulados con LPS v/o PMA (por separado) v la combinacién LPS+PMA

no se detectd un factor soluble con actividad similar a la IL-1, medido por la proliferacién de los

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

varias formas a) la concentracion de los estimulos no fue suficiente, b) el nimero de células no fue el

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

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

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

armadillo.

Tratando de responder estos cuestionamientes se decidié investigar la presencia de RNAm para IL-1,

para esto, después de 4 h de estimulo 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 especificos para la |
deteccion de [L-1h, encontrando dos bandas (tanto en los leucocitos activados con PMA como con

PHA, Fig 7) que tienen aproximadamente el mismo nimero de pares de bases que la TL-1h (491 pb).

Este resultado es importante porque describe la posible produccién de un factor soluble con actividad



45

de IL-1 en los leucocitos de armadillo: De acuerdo a esto podemos concluir que los timocitos de ratén
no son sensibles a este factor posiblemente porque tienen receptores de baja afinidad para esta
sustancia, aunque son necesarios mas estudios para determinar si efectivamente se trata de una
molécula con caracteristicas similares a la IL-1h, asi como el porcentaje de homologia que pudiera
tener con otras especies. Con respecto a este ultimo aspecto, las publicaciones existentes en cuanto al
porcentaje de homologia que hay entre el RNAm de la IL-1 de humano y el de otras especies de
mamiferos’® es mayor del 80%. Por ejemplo, con el RNAm de células de porcinos y caballos la
homologia es del 82%, con bovinos es del 86% vy con una especie diferente a los mamiferos
(Caenorhabditis elegans) es del 100%, lo que hace posible suponer que sustancias como PMA v PHA
inducen la produccién de IL-1, y que posiblemente los timocitos de ratdén no son susceptibles a la
proliferacion si esta citocina esta presente en los sobrenadantes de cultivo de los leucocitos de
armadillo.

En cuanto al TNF-¢, 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
infecciosos”. Esta citocina es producida por los macréfagos, y es poco lo que se conoce acerca de la
contribucidn de los LPMN para producir esta y otras citocinas’®.

Existen reportes que mencionan que la incubacién de sangre total de gatos”’ con LPS, produce un
factor con actividad de citotoxicidad sobre células WEHI-164, obteniendo {a mayor concentracidn de
esta sustancia cuando se emplean 10 ug/ml de LPS después de 2 h de incubacién También en el
plasma de gatos inoculados in vive con LPS (750 pg/kg) se produce este factor, obteniéndose una
concentracidon mayor (2750 pg/mi) a los 60 min post inoculacién

Se ha descrito que la estimulacién de la linea celular monocito-macréfago U-9377 con PMA (10
ng/ml}, LPS (1 pg/ml) v la combinacién LPS+PMA produce TNE en respuesta a estos estimulos,
obteniendo 57 8, 0y 104.1 pg/ml de TNF respectivamente, y porcentajes de citotoxicidad de 26 6, 0 y
52..8% respectivamente, esto sugiere que esas sustancias son buenos inductores para.la producctén de
TNF. En este trabajo, los LPMN de afmadiﬂo estimulados con LPS (1 ug/ml), PMA (25, 50, 75 y 100
ng/ml) v la combinacién LPS (1 pug/ml) +PMA (10 ng/ml) liberaron un factor soluble con actividad
similar al TNF, mosirando porcentajes de citotoxicidad sobre células L-929 de 268, 220, 33.9,
5098, 5835y 2885% respectivameme, con concentraciones de TNF de 55, 19.5,450, 115.0, 1500
y 12.5 pg/ml respectivamente Estos resultados sefialan 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 TNErR (625 v 125 pg/ml)
también muestran la produccidon de un factor con actividad similar al TNF, mostrando las mavores
concentraciones (2000 £ 5.2 y 2750 £+ 55 pg/ml respectivamente) v porcentajes de citotoxicidad
(8032 £137% y 82.9 + 2.26% respectivamente) del factor con actividad similar al TNF, lo que
sugiers un mayor reconocimiento o sitios de unidn (receptores) para el TNFrR y menor para ios otros
inductores empleados.

A partir de los resultados anteriores se infiere que' los LPMN pueden ser una fuente importante en la
produccion de TNF en reacciones inmunes e inflamatorias, v sugieren la posibilidad de emplear estas
c¢lulas 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 estimuiador de células B y/o
INF-f, la cual tiene una amplia variedad de efectos sobre las células involucradas en la respuesta
inmune o inflamatoria. Los estudios i vifro han revelado que la IL-6 es producida por una variedad de
tipos celulares como: fibroblastos, monocitos, células endoteliales, céhulas epiteliales v células T™"
Usualmente la produccién 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 TNF®.

Existen diversas técnicas para medir los cambios en la expresion de los genes a nivel de RNAm, estas
incluyen northern blot, ensayo de proteccidon de RNAsa, hibridacion in situ y RT-PCR. Por ser este
ultimo rapido y considerablemente mas sensible que las técnicas tradicionales de RNA blot, es el mas
empleado para detectar pequefios cambios en la expresioén de genes que de otra manera no podrian ser
detectados®

Por ejemplo, se ha demostrado la produccién de IL-6 en monocitos de gato"' no estimulados, v en
células mononucleares de sangre periférica de equinos™ (estimulados v no estimuiados) y de
humanos’®, pero existe gran controversia en cuanto a la produccién de RNAm para IL-6 en neutréfilos
de diferentes especies de mamiferos activados o no. Se ha reportado que en neutréfilos de humanos®™ y
conejos® no se lleva a cabo la transcripcién de RNAm para [L-6, pero si se lleva a cabo para IL-8%,
sin embargo otros trabajos mencionan que los LPMN de humano® estimulados con LPS muestran la
expresion de RNAm para IL-6. En estudios realizados con LPMN de cerdo™ no estimulados v
estimulados con LPS y/o PHA-P se detecté la expresion de RNAm para IL-6, el cual fue detectado de
las 0-24 y de las 48-72 h después de la incubacion con LPS. En este trabajo, empleando LPMN de
armadillo estimulados (4 h) con PHA se detect6 la produccion de RNAm para [L-6 con iniciadores no
especie-especificos (IL-6h), lo que denota que en el ¢cDNA de los LPMN de armadillo existe una

secuencia o fragmento cue es reconocido por los iniciadores de la IL-6h, aunque cabe sefialar que
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probablemente también contribuyd a este resultado la presencia de monocitos y linfocitos, los cuales
también tienen la capacidad de producir IL-6, sin embargo, el trabajo realizado con LPMN de cerdo
apoya la hipotesis planteada en este trabajo en cuanto a que los LPMN de armadilio expresan RNAm
para IL-6, ya que las células predominantes en ambaos trabajos fueron los PMN. Ademas, ia deteccién
de RNAm para IL-6 a partir de las 4 h de estimulacion de los LPMN de armadillo es otro apoyo a la
hipétesis mencionada, debido a que los reportes en la literatura describen que la deteccion de IL-6 en
células mononucieares ocurre después de las 4 h de estimulacidén. La expresion de RNAm para IL-6
solamente en leucocitos estimulades, indica que la produccidn de esta citocina no ocurre de manera
constitutiva, mientras que en células mononucleares se presenta tanto de manera constitutiva como
bajo la induccién de un estimulo. Con lo anteriormente expuesto se puede decir que la produccion de
citocinas es controlada a nivel transcripeional y postranscripcional, y que la expresion del RNAm de
una citocina no garantiza la produccién de upa proteina funcional Aungue por un lado, diversos
estudios han mostrado una buena correlacion entre la expresién de RNAm de citocinas y la produccion
de proteinas o la actividad biologica de las mismas®, y por otro, el reconocimiento de un fragmento de
la TL-6h por el cDNA de los LPMN de armadillo indica que existe un porcentaje de homologia entre
ambas especies (humanos y armadillos) Esta Ultima aseveracidn queda apoyada porque se ha
demostrado que solamente el gen del G-CSF es similar al gen de la [L-6, y siendo el G-CSF el que
estimula la produccién de las células de la estirpe mieloide, es l6gico suponer que los LPMN de
armadillo liberen un factor similar a la IL-6, y que por lo tanto esta citocina se encuentre

evolutivamente conservada’”.
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CONCLUSIONES

1. Los LPMN de armadillo responden o presentan un mayor indice de migracién
hacia el suero homdlogo que hacia el suero heterélogo o al IMLP.

2. El porcentaje de fagocitosis y INBT en LPMN de armadillos fue de 57% (+ 6.64)
y 70 5% (£ 5.9) respectivamente.

3. Los porcentajes de muerte mtracelular de los LPMN de D. novemcinctus a los 30,
60 v 120 min de incubacién fueron de 73.06% (£16.0), 75.99% (£12.0) y 86.31%
(£7.7) respectivamente.

4. Se detectd la liberacion de un factor soluble con actividad citotoxica sobre
células L-929 en los sobrenadantes de los LPMN de armadillos estimulados con
inductores como: PMA y TNF1R, ¢l cual podria ser TNF.

5. No se detectd la produccidén de un factor soluble con actividad de inducir la
proliferacion sobre timocitos de ratén.

6. Mediante RT-PCR se evidencio la presencia de RNAm para IL-6 en leucocitos
estimulados con PHA, pero no con PMA, aunque esta produccion podria deberse a

contaminacién por linfocitos y monocitos.

CONCLUSION 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
fagocitica similar a logs LPMN de humano Asi como muestran la capacidad de liberar un factor
soluble que presenta actividad citotoxica hacia la linea de células L-929 Por lo que este trabajo
sugiere el comportamiento de los LPMN del armadillo en condiciones aparentemente sanas, lo
cual servira para evaluar los efectos que tiene la infeccién experimental con M. feprae sobre la

actividad fagocitica de los LPMN de D. novemcinctus
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APENDICE

L1 Solucidn de Alsever

Dextrosa 205 g
Citrato de sodio 80 g
NaCl 42 g
Acido citrico 055 g

Llevar a 1000 ml con agua bidestilada. Ajustar el pH a 6.1 v esterilizar a 10 1b/pulg*/10 min

1.2 Dextran (6%)

Dextran 400 6g
Solucidn salina al 0.85% 100 ml

Disolver perfectamente y esterilizar con filtro Guardar en refrigeracion

1.3 Solucion Salina de Fosfatos (PBS) 1X

NaCl ' 8 g
KH,PO4 02¢g
Na;HPO, I5g
KClI 02g

Llevar a 1000 ml 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 picndémetro a 1 0774 0001 g/ml Se esteriliza en autoclave a

121° C durante 15 min



30

L5 Técnica de exclusién con azul tripano

Diez microlitros de la suspension celular se mezclan con 90 il de la solucidn de trabajo del
azul tripano (dil 1 10) Posteriormente se realiza el conteo del mimero de células/ml en

camara de Neubauer y se calcula el porcentaje de células tefiidas (muertas) y no tefiidas del

numero total de células

1.6 Solucion Salina Balanceada de Hanks 1X (SSBH)

Glucosa _ l g
NaCl 8 g
CaCly 014g
MgSO;4 010g
MgCly 010g
KH,PO, 006¢g
NaH;PO, 055g
KCl 0.04 ¢
Rojo fenol 002¢g

Llevar a 1000 ml con agua bidestilada y ajustar el pHa 7.2

1.7 Solucién de Tripsina

Solucion de tripsina al 2 5%{10X) 10 ml
SSBH(1X) 90 ml

En condiciones de esterilidad adicionar a un frasco de 100 ml la solucidén de tripsina y
aforar con SSBH 1X a 100 ml. Ajustar el pH con bicarbonato de sodio 7.5% (p/v) hasta
obtener una coloracion canela en la solucidn. Conservar a 4° C



1.8 Acido Acético Glacial al 33%

Actdo acético glacial 33 ml
Agua destilada 100 ml

Mezclar y mantener en refrigeracion

1.9 Agarosa (0.8 %)
Agarosa 08¢g
Agua bidestilada 100 ml

Disolver la agarosa llevando a ebullicion y dejar enfriar antes de usar

1.10 Agarosa (2 %)
Agarosa 2g

Agua brdestilada 100 ml

Disolver la agarosa llevando a ebullicién y dejar enfriar antes de usar

111 Solucién Salina (0.85%)

Na(l 085¢g

Agua bidestilada 100 nﬁ

Disolver el NaCl y esterilizar a 10 Ib/pulg” durante 10 min. Mantener a temperatura

ambiente.
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APENDICE II

IL.1 fMLP(Sigma Chemical Co. St. Luis, MO; USA)

Stock
FMLP  1mg
Medio de mantenimiento 1 ml

Alicuotear y mantener a -20° C.

Solucién de Trabajo

Diluir a la concentracidn deseada con medio de mantenimiento

11.2 Suero Humano y/o de Armadille activado con Escherichia coli (E. coli)

Se deja crecer previamente E coli en medio de cultivo (BHI) durante 24 ha 37°C y
posteriormente se ajusta a 1-3 X 10° cfu.

Se adiciona suero humano y/o de armadilfo al 10% vy se incuba 1 ha 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 022 pm

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

I1.3 Opsonizacién de levaduras (S. cerevisiae)

A 1 ml de levaduras se le adiciona 1 ml de suero, se incuba 30 min a 37° C, se centrifuga
15 min a 3500 rpm y se elimina el sobrenadante, se lava el botdn tres veces con PBS, y

finalmente se resuspende el boton en PBS, se guarda en alicuotas a —20° C hasta su uso

I1.4 Cultivo de S. aureus

A partir de la cepa de referencia de 5. aurens (ATCC # 25923) se tomo una asada y se
inoculd en un tubo de ensave con medio BHI* incubandose a 37° C durante 24 h.
Posteriormente se centrifugd el tubo a 3500 rpm por 8 min, se elimind el sobrenadante vy se
adicion6 medio fresco. En seguida se ajustd el tubo de manera visual al tubo No. 1 del

nefelémetro de McFarland, el cual corresponde a 3 x 10° células/ml Posteriormente se



Ln
ad

hicieron alicuotas, adicionando 900 wl de las bacterias ¢recidas en el medio BHI y 100 ul

de glicerol Las alicuotas se congelaron a -=70° C hasta el momento de su uso

*Caldo BHI
Medio bacteriologico infusidn cerebro-corazén 37 g
Agua destilada 1000 ml

Disolver el medio en el agua y calentar ligeramente si es necesario. Esterilizar a 121° C

15 min. Guardar en refrigeracion

.5 LPS (de E. coli)

Stock

LPS I mg

Medio de mantenimiento 1 ml

Disolver el LPS, alicuotear y mantener a —20° C.
Solucidn de trabajo

Diluir a la concentracion deseada con medio de mantenimiento.

1.6 PMA
Stock
PMA 1 mg

DMSO . 1 ml
Disolver el PMA en el DMSO, alicuotear y mantener en oscuridad a -20° C.

Solucidn de Trabajo

Diluir a la concentracion deseada con medio de mantenimiento.

11.7 Fitohemaglutinina (PHA) de Phaseolus vulgaris (Sigma Chemical Co. St Lus, MO,
USA)

Stock

PHA 1 mg

Medio de mantenimiento I ml



Alicuotear y mantener a -20° C.

Solucion de trabajo

Diluir a la concentracion deseada con medio de manteniemiento.

IL.8 Iniciador especifico de IL-6 (Human Interleukin-6 [IL-6] Amplimer Set)
Clontech Labs , Inc. Palo Alto, CA.

Secuencia;
Iniciador del extremo 5 5" ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGC 37

Iniciador del extremo 3™ 5’GAAGAGCCCTCAGGCTGGACT.G 3’
Tamafio del fragmento amplificado por PCR 628 pb

11.9 Iniciador especifico de IL-1 (Human Interleukin 1-c {IL-1a] Amplimer Set}
Clontech Labs , Inc. Palo Alto, CA

Secuencia
Iniciador del extremo 5° 5" CAAGGAGAGCATGGTGGTAGTAGCAACCAACGY

Iniciador del extremo 3" 5" TAGTGCCGTGAGTTTCCCAGAAGAAGAGGAGG 3”
Tamaifio del fragmento amplificado por PCR. 491 pb

APENDICE 11

1.1 Wright al 2%

Colorante de Wriht 2g
Metanol 100 ml

Disolver el colorante y filtrar con papel Whatman del no 3 Mantener a temperatura

ambiente.

IML.2 Nitroazul de tetrazolio (NBT) al 0. 2%

Sales de nitroazul de tetrazolio 02 g



Solucidn salina al 0.83% 100 ml

Disolver el NBT en la solucién salina previamente tibia Esterilizar por filtracion y

mantener a temperatura ambiente en oscuridad.

I11.3 Safranina al 0.53%

Safranina _ 0S¢

Agua destilada 100 mli

Disolver perfectamente la safranina, filtrar con papel Whatman del no 4 y conservar en

frasco ambar a temperatura ambiente

II1.4 Cristal violeta al 2%

Cristal violeta 2 g

Agua destilada 100 ml

Se disuelve perfectamente el colorante y se filtra con papel Whatman del no 4 Mantener a

temperatura ambiente.

IT1.5 (3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio]) MTT

Stock:
MTT 250 mg
PBS 50 ml

Disolver perfectamente el MTT en el PBS Esterilizar por filtracién y envasar protegiendo

de la luz. Mantener en refrigeracion
1.6 Bromuro de etidio

Solucion stock
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Bromuro deetidic 1g

Agua bidestilada 100 ml

Disolver y mantener a temperatura ambiente en oscuridad.
~Solucién de Trabajo

Para la tincion de los geles de agarosa diluir a una concentracién de 10 mg/ml con agua

bidestilada

I11.7 Liquido de Turk

Cristal violeta al 2% 10 gotas
Acido acético glacial 3 ml
Agua destilada 100 mi

Mezclar y guardar a temperatura ambiente.

H1.8 Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) al 3% resuspendido en Alcohol Isopropilico
Acidificado 0.04N '

Dodecil sulfato de sodio 3 g
Alcohol isopropilico 100 ml
HC! 1225 ul

IILY Azul tripano al 2%

Sales de azul tripano 28
Solucién Salina 0.85% 100 ml

Disolver perfectamente el colorante, filtrar en papel Whatman del no 4 y esterilizar a 121°
C durante 10 min

Solucidn de trabajo Diluir 1:10 en solucion salina al 0.85%



APENDICE 1V

IV.1 MEM 1X (16 %) SFT

SFT 16 ml
MEM 1X 100 ml

Adicionar el SFT al medio y mantener en refrigeracion

IV.2 Medio RPMI1-1640 1X con gelatina al 0.1%
Medio RPMI-1640 1X (SIGMA) 100 ml
Gelatina (RSV) 01 g

En 5 m! de medio disolver la gelatina, filtrar y adicionar al medio.

IV.3 Agar soya triptocaseina
Agar soya tripticasa 40 g

Agua destilada 1000 ml

Disolver en el agua destilada en ebullicion durante 10 min Filtrar en autoclave a 121° C
durante 15 min. Dejar enfriar un poco y vaciar a las cajas Petri. Guardar las cajas en

refrigeracion.

IV.4 RPMI-1640 1X (10 % SFT) para timocitos de ratén y cultivo de células L-929

RPMI-1640 suplementado con

10% de SFT 100 ml
Gentamicina 10 mg
Estreptomicina 65 mg

Adicionar los antibidticos al medio y ajustar el pH entre 72-74 Mantener en
refrigeracion.



~ IV.5 RPMI-1640 1X suplementado con 10% de SFT y actinomicina D (1png/ml)

Medio RPMI-1640 suplementado con
10% de SFT 160 ml

Actinomicina D 100 mg

Mantener la actinomicina en la oscuridad hasta antes de su uso Mezclar con el RPMI-1640

previamente preparado. Conservar a 4° C
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