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ºEstan01ll'izadbn C:c la 'l'E!cnica de fac_pcj tosis 

de Trypanosoma cruzi •. 



INTRODUCCION 

En 1882,el zo6logo ruso Metchnikoff ( 1845-1916) estudió el papel 

de las células rn:Sviles de la larva transparente de una estrel.la de -

mar,en la protección contra algún agente extraño. El introdujo una -

espina de rosa en estas larvas y observó que algunas horas después la 

espina estaba rodeada por células móviles. Este experimento puede con 

siderarse el punto de partida de la inmunología celular. Ya había si­

do establecido por Koch y Neisser que las bacterias pueden hallarse -

en el interior de los leucocitos,Metchnikoff dem:istró que J.os leucoci 

tos habían engu11ido a los microorganistros. ( 1 o) 

En 1884,Metchnikoff extendió sus observaciones a los leucocitos­

de los conejos y del hanbre,eropleando diversas bacterias. Observó que 

la ingestión de los microorganisrros por los leucocitos a la que deno­

minó fagDcit:as:is,se incrementaba en forna notoria en los animales que 

estaban recuperándose de alguna infección o después de la vacunación­

con algún preparado de estos microorganiS[l'Os. Posteriormente,daoostró 

la existencia de dos tipios de leucocitos circulantes capaces de fago­

citar ,los poli.Joorfonucleares y los macrófagos,así caro la de ciertos­

leucocitos fijos con la misma capacidad y propuso el término general­

de fagaci.bm para todas éstas células. { 10) 

Actualmente se define la fagocitosis cerno la ingestión de micro­

organismos,células ó pa.rtículas extrañas por parte de células vivas , 

conocidas caro fagocitos. { 2) 

En los úl. timos 15 afias se ha establecido una nueva clasificación 

de los necrófagos, los monocitos y sus células precursoras. En base· a­

su orígen canún,sus característieas oorfológicas y funcionales,estas-



células se han agrupado en un solo sistema:el fagocítico rrononuclear. 

( 10) 

Sistema fagocí tico rrononuclear: 

Los fagocitos mononucleares se originan en la nédula ósea,a par­

tir de una célula precursora pluripotencia1 canún a todas las células 

hematopoyéticas, incluyendo eritroc::itos,megacariocitos ,granulocitos y­

fagocitos rrononucleares. Confonoo la célula precursora se va diferen­

ciando a través de divisiones sucesivas,las series de fagocitos mono­

nucleares y granulocitos continuan canpart.iendo una célula precursora 

canún,de la cual se van a diferenciar. (fig 1) La pr:irrera célula pre­

cursora identificable catw:;) parte del sisterra fagocítico rrononuclear -

es el monoblasto. Los monoblastos son cap:tces de realizar la fagocitQ 

sis,se adhieren al vidrio,presentan receptores para Fe y estearasas -

citoqu!micas típicas de la progenie más madura y son distintos de los 

mieloblastos, los cuales son precursores de las series gr;:¡nulocíticas. 

(10) 

Los pranonoci tos canparten con e1 rronoblasto las características 

típicas de los fagocitos rrononucleares,incluyendo el. i.n'p;>rtante alma­

cenamiento de gránulos azurófilos,alqunos de los cuales son además e;!. 

sitivos a la mieloperoxidasa. los gránulos almacenados se sintetizan­

unicamente en esta etapa de la maduración de los fagocitos mononucl9ª_ 

res. {cuadro 1) 

Al rradurar, los promonocitos dan origen a los nonocitos,los cua­

les poseen un número rrenor de gránulos positivos a la mieloperoxidasa 

y presentan un aumento en la proporción citoplasma/núcleo. En canpare, 

ción con los neutrófilos, la cantidad de monocitos presentes en médula 

es pequeña. En los humanos se liberan a la sangre 2. 5 días después de 

su fonración ,donde circulan con una vida rredia aproximada de un día 

- z. -
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Fig. 1 • o?i~~n y distribución de los 'fagocitos en e1 organisno hllJfano. 

(, Bach,J .F;Inmunología; 1984) 
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PROPIEDJ\D PRO- MONOCITO MACRO FAGO Ml\CROFAGO 

MONOCITO INMADURO MADURO 

Proliferación ++++ +++ ++ o 

Gi:-án"uios azu- +++ ++ ±. o 
rófil.os (posi-
ti vos a la mi_g 
loperoxidasa) 

Lisosomas + ++ ++++ ++++ 

Adherencia al + ++ ·-+++ +++ 
vidrio. 

Fagocitosis .t + +++ ++++ 

Receptare::,¡ + ++ +++ +++ 
para Fe. 

I.nteracción ? ++ ++++ ++++ 
con l.oS 
linfocitos. 

Estearasa +++ +++ +++ +++ 
incspecífica. 

secreción de ? ++ ++ ++ 
lisozima. 

Cuiidro .1 • CAM!lIOS D1 LAS C1\RJ\Cl'ERISTICAS Et.JOCIONJ\LES DE l.J\S CELULAS 

DURAm'E tA M.l\DURl\CION DE LOS Fl\GCCI'IUS M:N:Jt-ruc:c.F.ARES. 

(. Stites,o. P. ;I~U.:X;IA Bl'\SICA Y. CLINICA;19BS). 
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emigrando al azar del torrente sanguíneo hacia el medio extra vascular. --

. ( 10) 

Los macrófago tisulares surgen de la maduración de los m:>nocitos -:-: 

que han emigrado desde la sangre a los tejidos;este tránsito provoca un­

aunento en el tan'afio celular y en el número de los organelos citoplasmá­

ticos, incluyendo las mitocondrías y los 1.isosomas (que contienen las en­

zi.rras hillrolíticas) ,al igual que otros cambios morfológicos,bicquímicos y 

funcionales. Estos cambios varían de tejido a tejido,según el estado del 

huésped (normal, infectado ó estimulado en alguna otra fODTa). La rroadurez 

funcional de éstas células se rranifiesta por el aumento de la capacidad­

fagocítica,del número de receptores para Fe de las IgG sobre la superfi-

cie celular y de la respuesta a la activación por los leucocitos. 

Pal imorfonucleares 

Los pol.i.norfonucleares que realizan fagocitosis ( fundarrentalrrente -

neutrófilos) pel':tenecen a la serie granulocítica la cual se origina,al i 

gual que el sisterra fagocítico JI1Jnonuclear ,de una célula precursora plu­

ripotencial con las diferencias indicadas en la figura 1 • { 1 O) 

El neutr6filo maduro es una célula de etapa final ,que una vez libe­

rada de la médula ósea ,circula con una vida iredia de 6 a 7 horas antes -

de perder su capacidad funcional. Su eliminación ocurre de manera al.eatg 

ria,no relacionada con la edad. l\pro>ti.madamente 1011 neutrófilos se gen~ 

ran y eliminan de1 organismo cada día. :ros factores que controlan la ma­

duración y producción de granulocitos aún no están bien entendidos. 

En los seres h\lflallos ,ca:TCI en la mayor parte de los organisrros supe­

riores ,el neutrófilo es un elenento inportante en la defensa del hüésped 

contra los microorganisrros invasores. Si un agente agresor vence las ba­

rreras mecánicas y químicas del organisoo entra en acción el fagocito -

-5-



polimorfonuclear. ( 1 o) 

Por otro lado,se sabe también que los fagocitos lm:>no y polimorfo--

nucleares) poseen estructuras celulares llamadas lisosanas,con enzitnas -

que ¡;.or lo general,pueden digerir la partícula engullida. En algunos ca­

sos no ocurre la digestión de partículas o microorganiSlTDS ingeridos,ya­

sea rx>r el volúmen del material fagocitado o por escasez de hidrolasas -

del lisosma. Al.gunos microorganisroos (p.ejm. !!·. capsulatum) Tienen la f.2_ 

cultad de sobrevivir a la fagocitosis y reproducirse dentro del fagcx::ito. 

La infección con estos agentes suele dar caro resultado la presencia de­

grandes cantidades de miorex>rganisrros viables dentro de su citoplasma ; -

partículas que caro el síl.ice no pueden ser digeridas, pernnnecen en el -

interior del fagocito y finalmente causan la muerte de éstos ú1tim:>s ( -

fagocito"suicida") y acumulación de fagocitos muertos. La deficiencia --

congénita de hidrolasa ácidas en los fagocitos guarda relación con una -

mayor suscepti.bilidad a la infección ; un ejemp1o de ésto es 1a enferme­

dad granulc:rnatosa crónica. ( 5) I.a. fagcx:itosis por i,nacrófagos ha sido es­

tudiada por más de un siglo pero sólo en la última década se ha reconoc! 

do la importancia de éstos caro células secretoras. Se han identificado­

más de SO productos de secreción de los macr6fagos. 

Los microorganiSlOCls,en su lucha por la sobrevivencia,han desarroll!_ 

do mecanisroos de eva~ión tales c:x:rro el escape de la vacuola fagocítica,-

1a inhibición de la fusión fagosana-lisoscma,la evasión del efecto tóxi­

co de los radica les de oxígeno y la inhibición de los 1isosanas secunda­

rios. Estos mecanisroos han despertado el interés de los investigadores y 

los han llevado a buscar sus causas • ( 1 O) 

- 6 ·-



Descripción del proceso fagocí tico 

Se han publicado muchos estudios sobre fagocitosis. Diferentes in­

vestigadores han empleado varios tipos de células fagoc:íticas (polirrorf.Q 

nucleares ,monocitos ó rracrófagos), procedentes de diferentes regiones ª°"ª 
témicas (generalmente sangre,peritoneo 6 alve6los) y d.e diversos organi..2_ 

ITDS (humano,conejo,cohayo ó ratón). Ccm:> resultado de las distintas con­

diciones experimentales utilizadas en los estudios referentes a la inte­

rñcción fagocito-partícula,se ha observado que el proceso de fagocitosis 

de una gran variedad de microorganismos sigue un patrón común. ( 5) A CO.!!. 

tinuación se analizará brevemente este proceso que consta de 6 fases in-

ter.relacionadas : qu.i.mio~axia ,opsonizació11, adherencia, ingestión, desgranu-

lación y destrucción. e 10) 

Quimiotaxiu 

La quimiotaxia puede definirse caro la capacidad de las células aj 

viles para reconocer y responder con migración direccional a un gradien­

te ;:_idecuado. L:"'l qui.miocinesis es la reacción por .la cual las sustancias­

químicas determinan ia velocidad de la locanoción celular. ambos facto--

res influyen en la acumulación de células inflamatorias en un foco inf~ 

cioso • 

Opsonización 

La función de las opsoninas del suero es la de reaccionar con los­

microorganismos y volverlos más susceptibles para su ingestión por los -

fagocitos. La virulencia de muchos agentes patógenos se relaciona en ~ 

te con su capacidad para evadir la fagocitosis,en virtud de ciertos anti 

genes de superficie,ccmo los polisacáridos capsulares de ~· aeruginosa y 

la proteína A de .§.. ~· (8) 

- -, 



La opsonización aurrenta la hidrofobicidad reduciendo la repulsión -

entre microorganismos y neutrófilos,pues ambos están cargados negativa-­

rre.nte. 

La opsonización de las bacterias puede ocurrir por lo nenos p::>r uno 

de tres mecanisrros : 

Primero,e1 anticuerpo p::>r sí solo (subclase IgG1 e IgG3) puede ac-­

tuar caro opsonina. 

Sequndo,el anticuerpo ,actuando junto con el complemento a través -

de la vía clásica {C1,C4,C2) puede pro:rover la opsonización microbiana. 

Tercero,la opsonizaci6n puede ser inespecífica,a través de la vía -

alterna del cc:nq:>leme:nto. ( 10) 

Adherencia 

Para poder entrar en contacto con el rraterial que deben fagocitar,­

las células deben ser capaces dF! desplazarse y esto es posible cuando la 

célula puede emitir pseud6podos (en el caso de polimorfonucleares) ,o ve­

los citoplá.smicos (para los rracrófagos) • 

La adherencia de las células fagocíticas es el resultado de intera.E 

cienes entre factores celulares y factores extracelulares,así ccm:> también. 

de la naturaleza de la partícula a ingerir. 

La interacción entre partículas es un proceso altamente organizado, 

que requiere de energía y el reconocimiento por los receptores del macr.2_ 

fago de los ligandos unidos a la partícula. A este proceso se l.e denani­

na~. ( 4) 

Ia. adherencia de partículas a la superficie del. fagocito,no resulta 

necesariarrente en su ingestión. Por ejemplo,. ~. coli encapsulada tratada 

con Concavalina A se adhiere a macrófagos peritoneal.es de ratón y a leu-

- B -



cocitos poli.Joorfonucleares humanos,pero no es ingerida a menos que 

adicionen anticuerpos antibacterianos específicos. 

En contraste,otras partículas tales cano látex,zimosan y bacterias­

no encapsuladas,son ingeridas aunque no existan anticueqx:>s en su ~uper­

ficie. (3} 

Ingestión 

L'l ingestión es la etapa en la cua1 la partícula inerte ó viva pen~ 

tra al fagocito. F..sta ingestión se asocia a una invaginación di? la membr!!, 

na del fagcx::ito en el seno de la cual se halla la partícula ingerida. -

Posterionrente,las extremidades de esta invaginación de la membrana se -

fusionan para construir una vacuola ,a la cual se le dencmina fagoscrna. 

Se sabe que esta etapa de la fagocitosis depende de manera muy im­

portante del. rnetabolism:::i de la célula fagocitica y que este proceso de -

ingestión depende de un gasto de energía. ( 1) 

Estallido respiratorio 

Este término describe una vía metabólica,inactiva en las células en 

re[X)So,que produce un grupo . de agentes microbicidas al.tarrcntc reactivos 

nediante la reducción parcial del. oxígeno. Existen 4 características del 

estallido respiratorio: el incremento en el consurro del. oxígeno,la prcr­

dut;eiÓn de superóxido,la producción de H
2

o 2 }' l.a activaci6n de la vía hg 

xosa mc:mofosfato. (8) 

Desgranulación 

La destrucción de los micrcx:irganism:>S susceptibles dentro de los -

neutrófilos está intimarrente relacionada al proceso de desgranulación, o 

sea ,a la liberación del contenido lisosanal en el. interior del fagoscrna. 

-'\ -



Además existen evidencias finnes de que se realiza cierta desgran!! 

lación hacia el exterior de la célula. 

Los neutrófilos humanos presentan dos tip:>s de gránulos. Los gránu­

los prima.ríos contienen abundantes enzimas hidrolíticas,gran cantidad de 

mieloperoxidasa (cuyo tinte es r.csponsable de la coloración del pus} ,li­

sozima,elastasa y proteínas catiónicas. (Estudios recientes sugieren que 

puede haber otra población de gránulos primarios que carecen de mielo~ 

oxidasa) • Los gránulos secundarios aparecen a rredida que el. prcrnielocito 

madura y se convierte en mieloci to en la médula ósea. Los gránulos s~ 

darios contienen lactoferrina y lisozima. ( 8} 

A medida que se forma el fagosana durante el englobamiento bacteri.§!_ 

no,los gránulos del neutrófilo se aproxiwan al fagosana,se fusionan conla 

vacuola fagocítica y desaparecen del citoplasma (desgranulación). (8) 

Destrucción 

Los irecanismos antimicrobianos de los fagcx:itos de orígen humano -

pueden dividirse en dos amplias cqtegorias: dependientes de1 oxígeno e -

independientes del misrro. 

A. Sistemas dependientes de oxígeno: Los mecanisrros oxidativos de -

destrucción pueden dividirse en aquellos que están mediados p:>r l.a micl.2_ 

peroxidasa (MPO) y los que no lo están. De todos el.los sólo se ha probado 

en forma. definitiva la participaciñ del. sistema de la MPO dependiente del 

oxígeno en los fagocitos • Sin embargo, estudios recientes indican que en 

O. 025% de la población general los neutrófilos no contienen MPO y aún asl 

estas personas no muestran predisposición a las infecciones. Por lo tanto 

se discute la importancia de la MPO en la destrucción oxidativa. de los 

micrCXJrganismos. 

- \D -



1.- Sistemas mediados por la MPO. Los componentes del sistema MPO -

son los siguientes: 

a.- Mieloperoxidasa; La MPO se encuentra en los gránulos primarios­

(azurófilos) y representa hasta un 5'% del peso seco del neutrófilo. Jun­

to con el H
2
o

2
, haluros oxidables y un pH ácido,integra un potente sist~ 

ma antimicrobiano en el fagolisosc:rna ,que tiene propiedades antibacteria-

nas, anti.micóticas, anti virales y antimicoplásmicas. 

b. - H
2
o

2
: Bajo circunstancias ordinarias ,el. peróxido de hidrógeno­

utilizado en este sistema surge del estallido respiratorio. Con la pro-­

ducción insuficiente del H
2
o

2
C¡;x::>r ejemplo en la enfermedad granul.omato­

sa crónical,ciertos microorganisrros pueden proporcionar,en forma paradó-

jica,el pe.réxido de hidrógeno,que medie su propia destrucción. 

c.- Haluros: En el interior del. neutrófilo hay cloruros en nna can­

tidad considerablemente superior a lo r~erido para su participación en 

la destrucción ne:liada por la MPO. El. cloruro puede penetrar a la vacuo l. a 

fagocítica jWlto con la partícul.a fagocitada o puede ser transferido a -

través de la membrana del fagolisoscxna. Otro haluro participante EX>dría 

ser el yOOuro,proporcionado por el suero o por desyodación de las horrrg 

nas tiroideas .. Tanto T
3 

o::m::> T4 se unen a las nenbranas en los neutrófi­

los y bacterias. (8) 

d. - pH ácido: El sistema mediado por la MPO requiere de un pH ácido 

ópt.i..no,condición que se satisface en la vacuola fagocítica. 

e.- Oxígeno único: El. oxígeno único (0
2 

*) tiene la misma fórmula JlE. 

lecular que el. oxígeno atJrosférico (triplete) co
2

> ,pero difiere en la -

distribución de los electrones alrededor de los dos núcleos del oxígeno. 

En el oxígeno atmosférico,los electrones forman una nube cilíndrica;en -

el oxígeno único,la nube electrónica está distorcionada;esto al.tera sus­

propiedades CJl.lími~,s de tal ·nrxlo que el oxígeno único Y el. atm::>sférico -

- \\ -



pueden considerarse corro especiP..s químicas diferentes. ( 8) 

Durante el. estallido respiratorio hay varias fuentes potenciales de 

prcx:lucción de oxígeno único: 

1.- El OCl. - , un producto de la reacción de la MPO,que se sabe que 

reacciona con el H
2
o

2 
prcxluce oxígeno úni~: 

+ o * 2 + Cl.-

2.- La reacción del superóxido (0
2
-·) con el tt

2
o

2 
puede producir -

oxígeno único y radicales oxhidrilo. Esta reacción es catalizada por el-

hierro y la lactoferrina. 

3 .- La dismutación espontánea del super6Kido (en presencia de la --

superóxido dismutasa) , puede producir oxígeno único: 

+ o* 2 + 

El. oxígeno único tiene propP..nsión particular a reaccionar con las -

dobles ligaduras y ¡xx3.ría ser letal para cualquier sistem:t. biol6gico con 

el que tuviera contacto. 

2.- Sistemas independientes de la mieloperoxidasa: En ausencia del 

sistena de la MPO pueden funcionar cuando menos 4 sistemas dependientes 

del oxígeno, los cuales se describen brevemente a continuación: 

a. - H
2

o
2

: A concentraciones elevadas el peróxido de hidrÓgeno tiene 

- 12. -



actividad anti.microbiana directa. Además puede actuar en canbinación con 

el .ácido ascórbico y ciertos iones metálicos,para matar a los microorg~ 

nismos ingeridos por sistemas no enzimáticos. Algunos micrCXJrganismos -

son más susceptibles al tt
2
o

2 
que otros,dep.=ndiendo de su capacidad para 

producir catalasa o peroxidasa. 

b. - Anión supcróxido: Se ha postulado el efecto tóxico del anión sg 

peróxido sobre los micrex>rganisros,sin embargo,los microorganismos que -

contienen supe.róxido dismutasa, probablerrente resistirían la acción de é.§.. 

te radical en la vacuola fagocítica. El tt2o2 forma.do a partir del anión­

superóxido tiene mayor potencial germicida cuando se emplea cc::uo un ccrn­

ponente mediado ¡x:>r la MPO. El anión superóxido por sí solo es un bacte­

ricida débil. 

c.- oxígeno único: Se halla presente en cantidades reducidas en lo~ 

PMN que están fagocitando y son deficientes en MPO. Es posible que el r.2_ 

dical aparezca cano un producto intermediario en l.a dismutación espontá­

nea del anión superóxiclo. 

d.- Radical hidroxilo: El radica.1 hidroxilo, formado por la interac­

ción del H2o 2 y el anión superóxido,puede formarse en el leucocito rre­

cliante la reaoci6n de Haber-Weiss. El radical hidroxilo es una especie g 

xidante muy inestable,que reacciona casi instantanearnente con la mayor -

-. parte de las rroléculas orgánicas que encuentra. Es conocido cano uno de­

los principales productos que resultan del paso de Wla radiación ioniza.!!. 

te a través del agua,se le ha i.rrplicado en la toxicidad producida en los 

tejidos ¡x:>r la radiación. Estudios recientes sugieren que el radical hi­

droxilo se produce tanto en los PMN corro en los monoci tos. 

s.- Sistemas independientes del oxígeno: Estos sisterras incluyen a 

las proteínas catiónicas,la lactoferrina,la lisozi.ma,las histonas nucl~ 
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res,las elastasas y la producción de ácido en las vacuolas fagocíticas. 

los mecanismos microbicidas no oxidativos,tienen importancia debido a que 

ciertos microorganisrros pueden ser destruidos ¡:or los neutrófilos bajo -

condiciones anaerobias. 

1.- Proteínas catiónicas: Las proteínas catiónjcas de los gránulos­

azurófilos, fueron las primeras sustancias anti.microbianas identificadas­

en los neutrófilos. Las proteínas catiónicas son abundantes en arginina; 

son más activas a pH neutro y afectan más rapidamente la capacidad de los 

microorganisrros para desarrollarse sin destruir su integridad estructural 

Las diferentes subclases de éstas muestran especificidad por ciertas el~ 

ses de mi.crex>rganismos. Aún no se han informado ejen(>los clínicos de ---

transtorno de la función catiónica de las proteínas en los neutrófilos -

huma.nos. ( 8 ) 

2.- Lactoferrina: Proviene de gránulos específicos y puede ejercer 

función antimicrobiana,fijando y reteniendo e1 hierro requerido por las 

bacterias ingeridas. En la literatura existe por lo menos la descripción 

de un paciente en quien el transtorno en la destrucción de las bacterias 

se asoció con gránulos deficientes en lactoferrina en sus neutrófilos. 

3.- Lisozima: Se encuentra en los gránulos primarios y en los grán.!:!_ 

los secundarios y ataca los mucopéptidos de la pared celular de di versas 

bacterias. Debido a que la muerte bacteriana a ~udo precede a la acción 

de la lisozima.,esta enzima puede caracterizarse por su capacidad digesti 

va y no tanto microbicida. 

4.- pH bajo: Durante la fagoc:itosis,el pH en e1 fagosana disminuye. 

La acidificación parece aumentar la actividad de a1gunos sistemas enz~ 

tices antirnicrobianos (por ejenplo MPO-H
2

o 2-haluro y lisozima) pero otros 

(¡;:or ejemplo las proteínas catiónicas) funcionan mejor a pH neutro o li-
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geramente alcalino. Algunas bacterias son destruidas directamente por los 

ácidos orgánicos en un medio ácido. 

S.- Histonas nucleares: Estas sustancias son liberadas a los tejidos 

circunvecinos a las células por su muerte y autolisis. Las histonas nu-­

cleares tienen actividad antimicrobiana directa. 

6. - Proteasas: Los granuloci tos contienen di versas proteasas, que son 

activas a pH neutro (por ejerrplo la catepsina G, la serina, las estearasas 

Y las elastasas) • Estas sustancias pueden ser más i.np:>rtantes en la di-­

destión que en la destrucción bacteriana. 

7 .- Factores sérioos: u:>s factores séricos favorecen la destruccción 

fagocítica de microorganisnos,principalmente por su función opsónica:sin 

errbargo, un estudio reciente ha demostrado que la IgG y el carplemento -

pueden aurrent.ar la capa.cidad de los monocitos huma.nos para destruir in-­

tracelulamente a§.~ y~.~- Aún no se ha explicado el. rrecanis 

m::> por el cual esto sucede. (8) 

Destino de los micrOorganismos intracelulares. 

Dependiendo de su capacidad para sobrevivir a las condiciones intr3!, 

celulares,los microorganiSTDS fagocitados pueden ser m.iertos,parcial o -

totalmente degradados o bien no ser detruídos y simplemente ser secues-­

trados en el interior de las células. Algunos microorganisiros han desarr2 

ll.ado aparentemente mecanismos para asegurar la supervivencia y réplica­

intracelular en los fagocitos. {8) 
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ImpOrtancia del proceso fagocí tico en la eliminaci6n de parásitos -

intracelulares. 

Los fagocitos desempefian un papel clave en la defensa del organisrro 

contra la rrayoría de las infecciones. Ya sea solos o en acción conjunta­

con factores hlUTIOrales,son los responsables de las capacidades microbic);. 

das del organisrro. 

El estudio de la biología parásito-célula fagocítica ha permitido -

por un lado conocer mAs acerca de la fisiología de la célula fagooítica­

y por otro identificar algunos de los mecanism::is de evasión de1 parásito. 

A continuación se enuncian algunos de los mecanisroos que alteran -

las fases del proceso fagoc:ítico,debido a la interacción del parásito oon 

la célula huésped. cano se ha descrito,el paso inicial para el establee! 

miento de la infección intracelular es la adherencia del parásito a la -

membrana citoplasmática de la célula huésped. Para que la adherencia se 

lleve a cabo,es indispensable la presencia de moléculas específicas en -

la med>rana del parásito,así o:::m::> la existencia de sitios carplementarios 

en la membrana de la célula fagocítica. Sin embargo esto parece no ser -

siempre cierto. Un ejerrplo de esto lo dan algunos estudios de Nogueira y 

co1s. usando cultivos de células de rat6n,humano ó bovino,infectada.s con 

.T.· cruzi .Los autores observaron que los tripanastigotes viables son in­

geridos y pueden parasitar una an¡:ilia variedad de células que incluyen -

fibroblastos de embrión de bovino,fibroblastos de ratón y células epite­

liales humanas. Sin embargo,al probar tripc:rnastigotes calentados o epi-­

mastigotes (ambas formas no infectivas pero viables) ,éstos sólo son inq~ 

ridos por macrófagos. ( 2) 

La falta de ingestión de éstos parásitos puede deberse en los triPQ. 
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ma.stigotes a la pérdida de receptores para reconocer a la célu:ta~. blanco 

(no macrófago) y penetrarla,lo que no impide que el macrófago lo ingiera 

sin un receptor de los eliminados por calentamiento. 

En los epimastigotes es probable la falta de receptores para todas 

las otras células excepto para el macrófago. 

El tratamiento con enzinas proteolíticas (tripsina y qu.i.rootripsina) 

disminuye la incorporación de tripomastigotes y epimastigotes a macr6fa­

gos. 

·· Johen Y Hirsch,observaron que Toxopiasma qondii inhibe la fonnación 

del fagolisosana,cano un mecanisrro para mantener su viabilidad intracelQ 

lar. se propone que este efecto requiere de la participación activa del-

parAsito. (2) 

Algunos parásitos han desarrollado estrateqias para escapar de la -

vacuola fagocítica al eitopl!ISll'a de la eél.ula. 

Ejenplo de ésto se tiene en los estudios de Nogueira y cols. con -­

! . cruzi. Al cultivar los trip::mastigotes con ma.crófagos peritoneales -

de ratón,los primeras fueron ingeridos observándose las clásicas vacuolas 

fagcx:íticas. Una hora después de la ingestión,el parásito aún estaba di?:!!. 

tro de las vacuolas pero 48 horas dspués,el parásito estaba libre en el­

citopl.asae. Sin enbarqo,a1 estudiar epimastigotes,parece que estos nunca 

escapan-del fagosana,siendo degradados a las 24-48 horas posteriores a -

la ingestión. Los aznastigotes parecen escapar tari>ién de la vacuola fag2 

cítica. 

Wibson y cols. han observado que ,!. gondii no provoca el estallido 

respiratorio al interactuar con roonocitos humanos mantenidos en cultivo 

durante 5-6 días,desencadenándose sólo un débil incremento de la vía he­

xosa rronofosfato en macrófagos peritoneales de ratón. 

Sin errbargo _T. gondii puede esti.mular el estallido respiratorio en 

m""'n1.. ·,·~ i tos hum:: in os los cuales lo matan. ( 3) 
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Tripanosomiasis americana ó Enfermedad de Cha.gas. 

:!:_. cruzi prOOuce en el hcmbre la enfermedad de Chagas. se ha visto que 

la severidad de los cuadros clínicos y la irreversibilidad de las lesiones-

cardiacas ó de otros órganos,con relativa frecuencia causan invalidez y --

muerte por lo que constituyen problemas de salud pública. ( 11) 

En la re~lica Mexicana se considera cano área endémica probable, todo 

el territorio que se encuentra entre los O m.s.n.m. y los 1 800 m.s.n.m. 

El parásito agrede al huésped de varias maneras, pero quizá la destruc­

ción de las células del sistema. fagocítico rrononuclear y de otros tejidos,­

por el crecimiento y multiplicación del parásito sea de las más i.rrp:lrtantes. 

Una síntesis interpretativa de 1a etiopatogenia de las lesiones pralucidas­

por .!_. ~es: a) La teoría inflamatoria,por la evidencia del carponente­

inflamatorio de las lesiones y h) Ja tf'Oría alérgica,en la cual las lesiones 

se deberían a fenánenos de inrmlnoalergia causados por los productos de desi.!!, 

tegración de los parásitos así caoo de los tejidos dañados por los misrros. 

ID que sí es el.aro es que los parásitos del nú.ocardio bloquean los haces -­

produciendo disfunción (bloqueos de rama),dilatació~ (cardiopatías) o~ 

bién inflamación miocárdica (micx::ardítis aguda) con infiltración celular --

( rrono y polimorfonucleares) que posteriot:nente se traducirá en inflamaci6n 

nononuclear con fibrosis (miocardítis chagásica crónica). Los parásitos i!! 

vaden gran cantidad de tejidos y Órganos cano corazón,ceerebro,hígado,bazo, 

ganglios linfáticos,músculos,etc. ,produciendo lesiones y cuadros clínicos--

diversos. ( 11) 
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Los parásitos intracelulares que infectan células fagocíticas represeQ 

tan un reto para los investigadores.. Los rrecanismos que utiliza un -

parásito para evadir las barreras de defensa inespecífica y los fact9,. 

res hutr1:>rales,así caro los mecanisrros de penetración que le permiten­

ingresar o ser fagocitado por una célula, lo convierten en un parásito 

exitoso dentro de un medio airbiente óptinx:> para su desarrollo.. ( 3) 

El estudio de los mecanisrros antes nv:mcionados, permitirá a los -

investigadores en salud,aplicar nedidas eficientes para evitar a los 

p.:-:irásitos ')lle han evolucionado de tal manera,con el fin Últinr=> de ca­

pacitar al harbre para un mejor de$att0llo dentro de su medio ambiente .. 

Trypanosana cruzi es un parAsito intracelular de i.niportancia en­

~xioo y. en América Latina. La enferrredad de Chagas es la infecci.ón -

producida en el harbre y en animales por el !_ .. cruzi,observado por -

prirrcra vez en 1909 por el investigador brasileño Carlos Chagas y de§. 

de entonces a la fecha se ha encontrado el parásito practicamente en­

to..ios los países del continent.e americano,en algunos 1e los cuales -

se presenta en forma endémica,constituyendo un problema de salud públ.i 

ca de i.nportancia tal que se encuentra incluido en el programa de en­

trenamiento para la investigación de enferm;dades ( TDR) ( 7) .. Este --­

programa. propuesto por la organización mundial de la salud ~~) tie­

ne apoyo de investigadores de todo el. mundo y está dando grandes av~ 

ces en cuanto a l.a erradicación a nivel mundial de la parasitosis ya­

rrencionada .. 

!• cnizi tiene la capacidad de invadir células del sistema fago­

cítico rocmonuclear y aunque se oonoce parte de su mecanii:;rro de pato--
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genicida.d,este aún es motj.vo de muchos estudios. La fagocitosis llev~ 

da a cabo por células del sistema fagocítico mononuclear y ¡;x:>limorfo­

nucleares es uno de los principales irecanisioos de eliminación de par~ 

sitos intracelulares. 

En el departanento de parasitología de la: EtCB se han desarrollado 

proyectos de investigación en relación a la biología e innunología de 

!_ .. cruzi. 

El trabajo de tesis que aquí se presenta forma parte de un pro-­

yecto de investigación aprobado por la dirección de p:::>sgrada e inves­

tigación de IPN el cual se creó ante la necesidad de establecer una -

técnica que nos permita estudiar la fagocitosis cano un rnecanisrro de­

elirn:inación de parásitos intrac-elul.ares "in vitro" .. Estudios posteri2 

res permitirán,con esta técnica,concx:er algunos de los necanismJs in­

volucrados en la inmunidad celular (linfoc::inas) contra estos parásitos. 
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PLANl'El\MIE>tro DEL PROBLEMI\ 

F'..l problema a resol ver en este proyecto es establecer una técnica 

que nos pennita cuantificar la fagocitosis de parásitos intracelulares 

que tienen importancia en México y en América !atina. La cuantificación 

de la fagcx:itosi~ nos permitirá disponer de una técnica para rredir en -

estudios futuros algunos de los necanismos de inmunidad celular ( linfo-

cinas) que intervienen en la eliminación de parásitos,así CCITO conocer 

cuales son los factores que favorecen la penetración del parásito a la 

célula. 
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OBJErIVOS 

Objetivo General 

cuantificar la fagocitosis de :f. cruzi llevada a cabo por fagoc.!, 

tos humanos (rrono y poli.ncrfonucleares) que son seleccionados por su-

adherencia al vidrio. 

Objetivos específicos 

1) Optimizar los cul~ivos de epimastigotes de .'.!'· cruzi 

2) Estandarizar la técnica de fagocitosis de levaduras Sacharanyces 

cereviceae que servirá caro testigo de fagocitosis. 

Estandarización de la técnica de fagocitosis de~· cru.zi. 

Hll?OTESIS 

Si la fagocitos is es un mecanismo inportante en la eliminación -

del parásito Trypanosana cruzi,entonoes la cuantificación de éste -

mecanismo permitirá obtener un sistema de estudio en el cual se dete.!, 

minará el papel de diferentes factores que intervienen en el. proceso­

fagocítico. 
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Anillo de fierro 

cámara de Neubauer 

CUbreobjetos 

El'Tbudo de crista1 

Fibra de vidrio 

Jeringa 

Ma.tráz erlenrreyer con tapón de rosca 

Pape1 absorbente 

Peri1la de succión 

Pinzas de extremos planos 

Pipeta <Jraduacla 

Pipeta Pasteur 

Placas Multidish 4 Nunclon Delta 

Portaobjetos 

Probeta 

soporte universal 

TUbos de ensaye 

'rubos de ensaye ocn tap6n de rosca 

'l\lbos de plástico oon tapón de rosca 

Vasos de precipitados 

- 2.3 -

10 ml. 

125 y 250 ml 

1,5y10ml. 

2 ml. 

50, 100 ml. 

13 X 100 

20 X 200 

30 X 150 

100 ml. 



MATERIAL BlOLC:GlCO 

Sangre de carnero 

Sangre venosa humana 

suero fetal de ternera 9in vitro) 

Suero humano con títulos altos de C00'()1emento cc
3

> 

Levaduras Sacharc!nyces cereviceae 

Toxoplasma sondii 

Trypanoscma cruzi 

MEDIOS DE CULT' '10 

Agar bacteriolÓqico (Biait6n de México) 

saeto Agar Base Difco 

Infusión CerebrO--Coraz6n (BHI) 

Medio M!nimo Eseencial. (MEM) (In Vitro) 

SOLUCIONES 

Azul. tripano al. 2' 

Soluci6n de al;sever 

Sol.ución Salina al o.as,, 0.95' 

REAC'I'IVOS 

Aceite de inmersi6n 

Acido cítrico nanohidratado 

Agua Bidestilada 
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Agua destilada 

Alcohol metl'.lico puro y neutro 

Benzal 

BicarbC11ato de sodio 

Citrato de sodio dihidratado 

Cloruro de sodio 

Colorante de Giemsa 

Colorante de May-Grunwald 

Dextrosa 

Estreptanocina S 

Glucosa 

Heparina 

Penicilina G procalnica 

EQUIPO 

1\Utoclave 

Balanza analítica 

Centr!fuqa 

Centr!fuga 

Estufa de incubación 

Microscopio Óptico 

Rel.oj 

(Hettler) 

(Jolbat S-12) 

(.Jovan-Paris K-635) 

(Fe lisa-SE) 

(Zeiss) 

25 



1.- Medios de cultivo 

A. - Bifásicos 

Los cultivos se realizaron en tubo de vidrio ( 13 x 100 y 20 x 200) 

y matrAz erlenmeyer con tap::Sn de rosca ( 125 y 250 ml) 

Se agregaron 5 ml de medio en cada tubo y 25 ml en cada matráz , 

una vez solidificado el nedio se aqreg6 solución salina al 0.95% en -

volúmenes iguales. 

Se dejaron incilbar a 28 ºe para prueba de esterilidad. 

A las 24 horas de incubación se inocul.aron los medios con sus~ 

siones de !· cruzi obtenidas de ratón. 

B.- Liquido 

LOs cultivos se realizaren en tubos de vidrio de 13 x 100 oon ~ 

p6n de rosca y matraces erlenmeyer con tapón de rosca. 

se probaron diferentes variables: 

1 • - Concentración de antibióticos 

2.- Tierp:> de desarrollo 

3.-Concentración de suero fetal de ternera 

1 • - concentración de antibióticos 

se utilizaron carttinaciones de Estreptcmicina S y Penicilina G -

procaínica en las siguientes concentraciones 

a.- 80 UI de cada antibiótico / 15 ml de medio 

b.- 800 UI de cada antibiótico / 15 ml de medio 
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2.- Técnicñ de fagocitosis 

La técnica de fagocitosis se llevó a cabo cano se indica en el -

Manual de laboratorio de Inmuno1ogía,EN::B {7) con las sigui.entes mod,b 

f icaciones: 

a)Obtener 10 ml de sangre venosa con una jeringa conteniendo 0.3 ml de 

hepar5.na,hc:m:lgeneizar la mezcla .. 

b} Incubar la jeringa con sangre en posición vertical ,durante 45 min­

a 37 ºC. 

el Separar el plasma. rico en leucocitos y recibirlo en un tubo de en-

sa.ye. 

d) Centrifugar a 1500 .rpn durante 7 min a temperatura ambiente y des­

cartar el sobrenadan te, teniendo la precaución de eliminarlo total..lre:nte 

con ayuda de un papel absorbente. 

e) Resuspe:nder el botón celular en 2 ml de alsever .. 

f) Centrifugar 15 rnin a sao rpn 

g) Repetir e 

h) Centrifugar a 1500 r¡::rn durante 7 min. 

i) Si quedan eritrocitos en el botón celular ,centrifugar y re$uspender 

el. botón celular en 1 ml de agua destilada y hcm:>geneizar o:.m la pi~ 

ta pasteur durante 30 seg. 

j) Resuspcnder el botón O?lular en 5 ml de alsever. 

k) Ajustar las células a 1 x 105 / 0.1 ml,pé'\ra lo cual se toma o. l ml 

de la suspensi6n celular resultante de los incisos anteriores y se -

agregan O. 9 ml de solución de azul tripano al 2%, se cuentan las célu­

las y se a justan con ME.M .. 

l l Depositar 100 ul de la suspensión celular y 900 ul de MEJ.t en pla­

cas de [:Qliestireno de rnicroculti•10 de pozos de 2 ml de volúmen (pla­

cas Multidish Nunclon Delta), conteniendo cubreobjetos de aproximada-­

trente 25 rrrn
2

. 
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ml Oscilar ligeramente la placa e incubar 60 min a 37 ºC y en atrnSsfera -­

parcial de co2. 

n) Retirar los cubreobjetos con una pinza de extremos planos y colocarlos 

en una placa limpia. 

o) Lavar dos veces con Mll-1. 

p) Depositar 100 ul de levaduras(muertas !X'r esterilización a 15 lb / 15-

m.in) ó !.· cruzi (ambas a una concentración de 1 x 106 / 0.1 ml.) y 900 ul -

de MEM en cada pozo. {@) 

q) Oscilar ligerairente la placa e incubar 15,30,60 y 90 min para:!:· cruzi­

y 60 min para levaduras,a 37 ºC y en atmósfera parcial de co
2

• 

r) Retirar los cubreobjetos y lavar con solución salina al 0.85% veces.* 

s) Dejar ~ los cubreobjetos. 

t) Teñir utilizando la tinción de May Grünwald-Giemsa. 

u) En la estandariación de la fagocitosis de levaduras se col.ocaron 4 cu--

breobjetos sobre cada portaobjeto~. 

En las fagocitos is de parásitos se colocaron 3 cubreobjetos de fagoci tg 

sis del parásito y un testigo de fagocitosis de levaduras, teniendo un por­

taobjeto ~a cada tien{JO de incubación. 

v) Leer al. microscopio 6ptico cxm objetivo de irunersión. Obtener el porC'e!! 

taje de células fagocitando, leyendo 500 células de cada cubreobjetos con ·-

fagocitosis de levaduras y 100 células de cada cubreobjetos de fagocitosis 

del parásito. 

Nota: Las rrOOificaciones fueron introducidas a fin de disminuir la concen­

tración de células a usar,en la técnica original se usan 1 x 106 ¡o.1 m1 y­

en las modificaciones se disminuye 10 veces esta concentración. 

- * modificaciones 
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- u1 microlitros 

- (@) se rea1izó un en~yo con_! .. qondii a la misma oancentración. 

- Opaonización de levaduras 

la opsonización de levaduras se llevó a cabo preparando una suspensión -

de éstas e incubándolas (X)fJ mezclas de sueros con títulos altos de c 3 de -

indivi.duoe normales durante 15 mi.n,al. cabo ~ los cuales se lavaron 3 veces 

ccn agua deetilada para eliminar el suero. Finalmente se resuspendieron en 

MEM. 
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RESULTADOS 

A) Cptimizaci6n de cu1tivos de ~· cruzi • 

a.- IrE!dios de cultivo 

Los resul.tados se reswen en e1 cuadro No. 

cuadro No. 1 

Infusión derebro-corazón 

.solución salina al O. 95%. 

Agar sangre-solución 

salina al. 0.95'11. 

Medio MíninD escencial. 

no hUbo crecimiento 

+ poco crecimiento 

++ buen crecimiento 

+++ abundante crecimiento 

Timpa de incubación 

ldi'.asl 

4 5 

+ +' + 

+ + ++ 

+ + 

- 30 -

6 7 

++ ++ 

++ +++ 

+ + 



b.- Antibióticos. 

cuadro No. 2 

Desarrollo 

Bacteriano Fúngico 
Concentración de 

antibióticos 

80. UI* / 15 ml de medio ++ 

800 UI* / 15 m1 de medio 

400 UI* / ml de rredio + + 
800 ur• / ml de nedio + ++ 

Ben za l. ++ ++ 

• Se utiliz..1ron carbinaciones de Estreptanicina S y Penici1ina G procaínica,las 

conc~ntraciones narcadas en e1 cuadro son de cada antibiótico. 

e. - Concentración de suero fetal de ternera. 

cuadro No. 3 

Concentración de suero Crecimiento 

( ' 1 

1.0 

2.5 

5.0 

+ 
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~Btra 
1 

M.iestra 
1 

x 

Tabla na. 1 

PORCENTAJE DE ~TOSIS DB Sachar~s cercvicea~ SIN OPSONIZIR 

U.2VADA A CABO POR FNXX:ITOS Ht11ANJS. 

... 5.1 . .. 6. 7 5.3 

10 11 

5.5 4.8 5.9 5.4 5.6 

5.5 

1.6 

4.3 

12 

5.6 

1) Se realizaron 12 ensayos en total por cuadruplicado,leyendo 100 células en cada ensayo. 

De todas las nuestras. 

Media 

s Desviación estandard 
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~abla No. 2 

PoRc:ENTA.JE DE EHXJCITOSIS DE SacharanyCP..s cereviceae OPSONIZADAS 

LLEVADl\ A CJ\00 POR FAGOCI'IOS lfi.JMAN'JS 

Experimento 

.. 
Muestra 

39..l 27.6 23.3 61.4 46.B 32.6 

44.5 25.4 37.B 65.B 49.9 30.5 

52.2 24.6 37.4 59.2 52.1 28.6 

65.S 28.2 

45º.2 25.8 33.5 63.0 49.6 29.2 

6.5 1.5 ... 3.2 4.3 2.8 

.33 

,. B 

34.3 70.2 

24.6 68.0 

27.S 66.1 

28.B 68. l 

1.2 5. 7 



Tabla no. 2 (cent.) 

E:xper.!JuentD 

10 11 12 13 14 l5 16 

Muestra 

,1 26.2 11.2 24.6 19.8 24.6 13.0 25.0 13.0 

2 22.4 11.4 21.0 15.8 21.0 16.0 35.6 18.2 

29.6 12.0 25.0 19.0 25.4 10.0 31.2 14.4 

19.0 24.6 18.4. 

;¡ 24.3 11.3 23.5 18.2 23.6 13.0 29.1 16.0 

4.6 0.4 2.2 1. 7 2.2 2.4 4.3 2.4 
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'rtabla No. 2 (cent.) 

Experimento 

17 re 19 20 21 22 23 24 

Muestra 

15.B 18.4 24.4 22.B 21.6 24.2 17.3 48.4 

16.B 17.0 24.2 24.6 27.4 20.0 17.0 40.4 

17.0 18.B 22.2 22.2 16.B 16.B 17.6 26.4 

17.B 19.6 30.0 22.B 25.6 21.2 24.2 

;¡ 16.B 18.4 25.2 23.1 22.B 20.s 17.3 34. 7 

o. 71 0.94 2.9 0.9 4.1 3.0 0.29 10.0 
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Tabla No. 2 (cont.) 

Experimento 

25 ¿6 27 20 29 

MUestra 

21.4 21.6 25.0 24.0 21.4 

20.6 22.0 26.6 24.B 22.4 

20.e 20.B 27.2 25.2 20.6 

22.4 22.B 27.6 26.4 21.B 

;¡ 21.3 21.B 26.6 25.1 21.5 

s o. 7 0.72 0.99 o. 77 o. 75 
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TABIA Nó. 3 

PORCE:NTAJE UE ADHER.EN:I/\ DE Trypanoscxna ~ LLEVADA A CABO POR 

Éxperin'ento 

i 3' 4' ••••••• 20 21 i2 

Tierrpo 
(minl 

15 o o o 

30 o o 2 

60 o o 

90 o o o 

Testigo de 

levaduras. 30 45 27 50 38 43 52 
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Dado que se contó con una cepa de Toxoplasma qondii , se realizó un ensaro 

de fagocitosis de toxoplasma,observándose los siguientes resultados: 

Tabla No. 4 

Muestra T.i,empo Porcentaje 
(min) 

15 17 

30 16 

60 12 

90 17 

Debido a que en la fagocitosis de ~· cruzi y .!.· qondii el número de ~ 

lulas finales se veía disminuida respecto a las células adheridas en la -

fagocitosis de levaduras,hubo necesidad de reducir el total de células al-

leer de 500 a 100. 

- ~8 -



,..(' 

J
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;:U/lf . u/ tS~r NfJ ,., .. 

OISCUCION DE RESULTl\005 

De acuerdo a los c. LA '''Bl 
resultados obtenidos pcdemos hacer las siguiel#itíifUT[CI_ 

consideraciones: 

En el cuadro No.. 1 se observa que el medio agar sangre-solución salina 

al O. 95% es el medio óptiroc> para el crecimiento del !_. cruzi en fase de -

epimastigote,en este ~io se obtuvieron cosechas abundantes desde los 5 -

días de cultivo,determinándose ésto sólo cualitativamente,observándose --

grandes diferencias entre los medios probados. esto es lógico ya que el --

medio bifásico es un medio enriquecido que presenta rre:nos 1.imi.taciones al­

crecirniento del parásito,aunque éstos tredi.os presentan el. inconveniente de 

cosechar filtrando a través de fibra de vidrio pues pueden desprenderse -

pequefios fragroontcs de agar y dificultar la fagocitosis del parásito. 

En cuanto al medio líquido (MEM) utilizado para cultivos celulares 

1:,. cruzi ro ~ c:ro::irrd.altx óptimos aunque se observó un 1.igero incre-­

nento al. adicionar suero fetal de ternera al 2. 5% según lo llJ.lestra el cua-

dro No.3 • 

Por otro lado,el cuadro No.2 nos muestra las diferentes concentracio-

nes de antibióticos probadas,se observa que l.a concentración óptima probada 

para la eliminación de bacterias fué de 800 UI / 15 ml de roodio. A caneen-

traciones menore.S hubo abundante contaminación bacteriana y a concentraci2 

nes rMyores se incrementaba la contaminación por hongos y levadura~. Es --

importante dado que la cepa de '.!:· ~ fué obtenida de casos humanos par­

pase a través de ratón fué dificil obtener la cepa libre de contaminación. 

Al estanadrizar la técnica de fagocitos is de levaduras se rpobaron -­

prliooro levaduras sin opsonizar observándose porcentajes muy bajos (tabla­

No. 1) por lo que se procedió a probar levaduras opsonizadas,que nos pro­

porcionaron p:Jrcentajes más al.tos de fagocitosis. 

- ~9 -



Se obtuvieron buenos resultados opsonizando a través de c
3 

corro se ha 

descrito,.usand.o la incubación de levaduras con mezclas de sueros de indivi 

duos normales. El efecto de la opsonización se observó al aume:ntarse los -

porcentajes de fagocitosis .de 5.5% en levaduras sin opsonizar a 37% en ..:__ 

'levaduras opsonizadas. Aunque el porcentaje de endocitosis de experimento­

ª experim:mto es muy variable (del 11 • 3 a1 68. 1 'i!.) la desviación estandard -

dentro de un misrro experimento generalmente es baja { aunque hay experi--

mentes en los que las diferentes muestras se notan con porcentajes muy di§.. 

tilntes una de otra,. trayendo por consecuencia una desviación estandard muy-

grande ,.esto puede ser debido a algwia alteración en la técnica) . 

Debido a que las células para cada experi.me.mto provienen de diferente­

donador estab1ecem:>s que en nuestro trabajo el pcrcentaje de fagocitosis -

para donadores aparenterrente sanos va del 11.3 al 68.1% (tabla 00.2}. 

La fagocitosis con ,T.. cruzi,.que era uno de nuestros objetivos de est!!_ 

di.o,.no se observó;se realizaron 22 ensayos con éste,de los cuales sólo en-

el 9. 5% se observó adherencia orientada entre la parte anterior del epirna.§. 

tigote y la mea*>rana celular aún cuando el. testigo de levaduras presentaba 

los porcentajes de fagocitosis semejantes a los informados en la tabla No. 

2,.observándose ésta adherencia desde los 15 hasta los 90 minutos con porcen 

tajes llllY bajos que fluctuaron entre 2 y 5%. Así tambien fué frecuente ob-

servar daiio ce1ular en estas preparaciones ,.el cual no fué observado en los 

testigos. La adherencia puede sugerirnos que aunque existen receptores para 

~- cruzi sobre la membra!lB del fagocito,el proceso de fagocitosis no es -­

concluido. esto puede deberse a : 

a) El tam.3.fio de1 epi.mastigote ( 15-20 micras) ,.en relación al tamafio de 

la célula ( 18 micras) ,aunque existen referencias de que ésta fagocitosis -
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b) l.os epimastigotes no fueron opsoni?'ados y por nuestro experimento­

con levaduras podemos observar qur la opsonización es un factor muy impo.f. 

tante para que se tengan porcentajes ópt.i..rras de fagcx:itosis. No se probó -

la fagocitosis de fase de epittastigote de .!_. ~ debido a que esta fija­

ccrnplemento a t=avés de c
3 

lo cual daría ccm:> resultado la lisis de ésta -

fase. (2) 

Probablemente lo idóneo sería usar fases de !.· cruzi que no fijen --­

complemento ( tripanastigotes) lo cual .implica coopl.icaciones metodológicas 

ya observadas pcr otros autores. 

Ya que no se observ6 l.a fa:ioci tosis de !.· cruzi y se contaba con una­

cepa de_!. Qondii,se real.izó un el<perimento que fuera indicativo que se -

podría general.izar a otros protozoarios. 

de los resultados con T. qondii rx:daros observar que sí existe una fagg 

citosis ccmpleta para este parásito •.unque un resultado no es significativo. 

Es .i.n'portante recordar que !_. ~ presenta necanismos de penetración -

diferentes a los de !.· cruzi así caoo que la fase estudiada para !.• qondii 

es la fase infectiva del parásito. 

Ias m:>d.ificaciones propuestas para la técnica de fagocitosis de leva­

duras nos permiten usar un menor núirero de células, lo que a su vez permite 

probar un amyor número de variables por experinento y c:on éstas facilidad­

de manejo. El uso de cajas de petri en la técnica original involucra un ~ . 

yor nÚlre'ro de células,así cerro una mayor cantidad de medios de cultivo y -

reactivos. 
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CDNCLUSIONES 

1.-Las condiciones óptimas de 1os cultivos de ~· c:x:uzi fueron: 

medio 

concentración de antibióticos 

Tierrpo de incubación a 28 ºC 

Agar sangre-solución sal.ina al 0.95%. 

800 UI I 15 ml. de medio. 

S días 

2.- Se estandarizó 1a técnica de fago::::itosis de levaduras opsonizadas 

obteni~se un rango de fagocitosis de 11.3 a 68. 1 para donadores sanos. 

3.- Para T· ~ sólo se observó adherencia orientada y nunca fagoc_!. 

tesis aún desp.Iés de observar a diferentes tientJOS de incubación. Se pr~ 

ne el uso de otras fases del parásito. 

4.- Para el experimento con.'.!:· crondii se observó la fagocitosis a di­

ferentes tienp::>s por lo que e o ncluimos que el. m etodo de fagocitosis aqui 

estandarizado nos pe..rmite cuantificar este rrecaaismo en algurns parAsitDs­

intracelulares. 
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ANEXO 

Preparación de medios de cultivo 

A.- Bifásicos 

a.- Infusión Cerebro-corazón - Solución salina al 0.95% 

Infusión cerebro-corazón 3.7 g 

Agar 2.0 g 

Dextrosa 1 • O g 

Disolver en 100 ml de agua y esterilizar a 10 lb / 10 min. 

Solución salina al O. 95% 

Cloruro de sodio 

Agua • 

0.95 g 

100 mi. 

Di sol ver y esterilizar a 15 lb / 15 min. 

b .. - Agar Sangre- Solución Sa1ina al 0.95% 

Bacto agar base Difco 40.0 g 

Agua destilada 1 ooo mi. 

Disolver y esterilizar a 15 lb / 15 min. 

Una vez enfriado el medio a 40 ºe agregar 100 ml de sangre de carnero. 

Solución salina al O .. 95\ 

Cloruro de sodio 

Agua 

0.95 g 

100 mi. 

Disolver y esterilizar a 15 lb / 15 min. 

B. - Líquidos 

a.- Medio Míni.Joo Escencia1 (MEM) 

Se preparó de acuerdo a las instrucci~ del fabricante: 

1 O m1 de MEM + 90 rnl de agua bidestilada + 1 m1 de bicarbonato de sodio 

7.5%. Agitar. 

Bicarbonato de sodio 7 .SI 

Bicarbonato de sodio 

Agua 

7.5 g 

100 mi.. 
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TinciÓn de Giernsa ( 6) 

1 ) Preparar una di1ucion 1 : 1 O a partir de la soluci~n original de Giemsa -

con agua destilada,filtrar. 

2) Agregar una g~ de metanol a cada cubreobjeto durante 1 min .. 

3) Lavar c.xm agua destilada .. 

4) Agregar O. 4 ml de la diluciDn de Giemsa ,durante 30 min. 

5) Lavar con agua destilada. 

6) Dejar secar al aire. 

Tincinn de May Grünwald-Giemsa (,) 

- Preparación de ~a solución madre 

Polvo del colorante de May Grünwald 

Alcohol rretílico puroy neutro 

~ica 

1) Diluir la Sf)luci-bn madre 1 :2 oon agua destilada. 

2) Madir esta dilución a los cubre<ibjet.as durante 5 min. 

l) 1.avar con agua destilada. 

0.30 g 

.100 ml. 

4) Hacer una diluci.Dn del colorante Giemsa 1: 10 con agua destilada. 

6) Lavar a:>n agua destilada. 

7) Secar al. aire. 

Solucián de alsever 

Glucosa 

Citrato&> 9D<lli> dihidratadl> 

Acid!) cítrico manohidratado 

Clo n.u:o de sodio 

!>qua bidestilada 

20.so g 

8.00_g 

O.SS g 

4.20 g 

1000 ml 

Esteri1izar a 10 lb / 10 min ,previo €:0\'ªSilmient:c en cantidades de --

40-50 ml en frascos • 
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