R
2

i s\mmmucmmng,m
== 6 e
- S
WCLER
>

Ny

I~
2

UNIVERSIDAD NAGIONAL AUTONGMA DE MEXICO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
"ZARAGOZA"

“ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE
FAGOCITOSIS DE Trypanosoma cruzi’.

TESIS PROFESIONAL

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICO  FARMACEUTICO BIOLOGO

P R E S E N T A
LOURDES DE LA CRUZ GARCIA

\ TESIS CON
BALLA DE ORIGEN

MEXICO, D. F. 1989



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

INTRODUCCION

FUNDAMENTACION DEL TEMA
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
OBJETIVOS

HIPOTESIS

MATERIAL ¥ METODOS
RESULTADOS

DISCUCION DE RESULTADOS
CONCLUSIONES

ANEXOS

BIBLIOGRAFIA.

19
Z3
22
2z
z23
30

39
42

43
45



"Estandarizacibn de la Tecnica Qe fagoeci tosis

de Trypanbsema cruzi™.

v




INTRODUCCION

En 1882,el zodlogo ruso Metchnikoff (1B45-1916) estudid el papel
de las células mdviles de la larva transparente de una estrella de —
mar,en la proteccidn contra algin agente extrafio. Bl introdudo una —
espina de rosa en estas larvas y observd que algunas horas despuds la
espina estaba rodeada por oélulas méviles. Este experimento puede con
siderarse el punto de partida de la inmunologia celular. Ya habia si-
do establecido por Koch y Neisser que las bacterias pueden hallarse -
en el interior de los leucocitos,Metchnikoff demostrd que los leucoci
tos habfan engullido a los microorganismos, (10}

En 1884,Metchnikoff extendid sus observaciones a los leucocitos-
de los conejos y del hombre,empleando diversas bacterias. Observd que
la ingestidén de los microorganismos por los leucocitos a la que deno-
mind Eapacitosis,se incrementaba en forma notoria en los animales que
estaban recuperdndose de alguna infeccidn o después de la vacunacidn-
con algin preparado de estos microorganismos. Posteriormente,demostrd
la existencia de dos tipos de leucocitos circulantes capaces de fago-
citar,los polimorfonucleares y los macrdfagos.asi coms la de ciertos-—
leucocitos fijos con la misma capacidad y propuso el término general-
de fagocitos para todas éstas células. {10)

Actualmente se define la fagocitosis como la ingestidn de micro-
organismog,cslulas 6 particulas extrafias por parte de células vivas ,
conocidas como fagocitos. (2) )

En los iltimos 15 afios se ha establecido una nueva clasificacién
de los macrdéfagos, los monocitos y sus oélulas precursoras. En base-a-

su origen comin,sus caracteristicas morfoldgicas y funcionales,estas-
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células se han agrupado en un solo sistema:el fagocitico mononuclear.
(10)

Sistema fagocitieo mononuclear:

Los fagocitos mononucleares se originan en la médula dsea,a par~
tir de una célula precursora pluripotencial comin a todas las células
hematopoyéticas, incluyendo eritrocitos,megacariocitos,granulocitos y-
fagocitos mononucleares. Conforme la célula precursora se va diferen-
ciando a través de divisiones sucesivas,las series de fagociteos mono-
nucleares y granulocitos continuan compartiendo una célula precursora
comin,de la cual- se van a diferenciar. (fig 1) La primera célula pre-
cursora identificable como parte del sistema fagecitico mononuclear -
es el monoblasto. Dos moncblastos son capaces de realizar la fagocito
sis,se adhieren al vidrio,presentan receptores para Fc y estearasas -
citoquimicas tipicas de la progenie mds madura y son distintos de los
mieloblastos,los cuales son precursores de las series granulociticas.
(10)

Los promonocitos camparten con el monoblasto las caracteristicas
tipicas de los fagocitos mononucleares,incluyendo el importante alma-
cenamiento de granulos azurdfilos,algunos de los cuales son ademis po
sitivos a la mieloperoxidasa. los granulos almacenadcs se sintetizan-
unicamente en esta etapa de la maduracidn de los fagocitos mononuclea
res. {cuadro 1} )

Al madurar,los promonocitos dan origen a los monocitos,los cua-
les poseen un nimero menor de granulos positives a la mieloperoxidasa
y presentan un aumento en la proporcidén citoplasma/nicleo. En compara
cién con los neutrdfilos,la cantidad de monocitos presentes en médula
es pequefia. En los humanos se liberan a la sangre 2.5 dias después de

su formacidn,donde circulan con una vida media aproximada de un dia ,
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PROPIEDAD PRO- MONOCITO MACROFAGO MACROFAGO

MONOCITO INMADURO MADURO
Proliferacidn ++44 4+ ++ )
Grénulos azu- bt ++ + o
réfilos {posi-
tivos a la mig
loperoxidasa)
Lisosomas + ++ + 4+ EX =Y
Adherencia al + +4+ R i 44
vidrio. .
Fagocitosis + + 44 44
Receptores + ++ ++4 +++
para Fec.
Interaccidn ? ++ +H+4 Fdd+
con los
linfocitos.
Estearasa et +++ +++ +4+
inespecifica.
Secrecidén de ? ++ ++ ++

lisozima.

_ Cuadro .1 . CAMBIOS EN LAS CARACTERISTICAS FUNCIONALES DE LAS CELULAS
DURANTE LA MADURACION DE LOS FAGOCITOS MONOWUCLEARES.
{. stites,D. P. ; INMUNCLOGIA BASICA Y CLINIU\;'IQBJ).
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emigrando al azar del torrente sanguineo hacia el medio extravascular.-—
AL
Los macréfago tisulares surgen de la maduracidn de los monocitos —--
que han emigrado desde la sangre a los tejidos;este trinsito proveca un-
aumento en el tamafio celular y en el nimero de los organelos citoplasmd-
ticos,incluyendo las mitocondrias y los lisosomas (que contienen las en-
zimas hifroliticas),al iqual que otros cambios morfoldgices,biogquimicos y
funcionales. Estos cambios varian de tejido a tejido,seqin el estado del
huésped (normal,infectado ¢ estimulado en alguna otra forma). La madurez
funcional de éstas células se manifiesta por el aumento de la capacidad-
fagocitica,del nimeroc de receptores para Fc de las IgG scbre la superfi-

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

Polimorfonucleares

Los polimorfonucleares que realizan fagocitosis (fundamentalmente -
neutréfilos) pertenecen a la serie granulocitica la cual se origina,al i
gual que el sistema fagocitico menonuclear,de una célula precursora plu-—
ripotencial con las diferencias indicadas en la figura 1. (10)

El neutréfilo maduro es una célula de etapa final,que una vez libe-
rada de la médula &sea,circula con una vida media de 6 a 7 horas antes -
de perder su capacidad funcional. Su eliminacién ocurre de manera aleato
ria,no relacionada con la edad. Aproximadamente 'l'()‘ll neutréfilos se gene
ran y eliminan del organismo cada dia. Los factores que controlan la ma-.
duracién ¥y produceidén de granulocites adn no estdn bien entendidos.

El;l los seres humancs,can® en la mayor parte de los organismos supe-
riores,el néuttc‘:filo es un elemento importante en la defensa del hiaésped
contra los microorganismos invasores. Si un agente agresor vence las ba-
rreras mecdnicas y quimicas del organismo entra en accidn el fagocito —
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polimorfonuclear. (10}

Por otro lado,se sabe también que los fagocitos (mono y polimorfo-——
nucleares) poseen estructuras celulares llamadas lisosomas,con enzimas —
que por lo general,pueden digerir la particula engullida, En algunos ca-
SOS no ocurre la digestién de particulas o microorganismos ingeridos,ya—
sea por el volimen del material fagocitado o por escasez de hidrolasas —
del lisosma. Algunos microorganismos (p.ejm. H. capsulatum) Tienen 1la fa
cultad de scbrevivir a la fagocitosis y reproducirse dentro del fagocito.
La infeccidn con estos agentes suele dar como resultado la presencia de—
grandes cantidades de microorganismos viables dentro de su citoplasma ;—
particulas que camo el silice no pueden ser digeridas,permanecen en el -
interior.del fagocito y finalmente causan la muerte de éstos dltimos ( -
fagocito"suicida') y acumulacidn de fagocitos muertos. La deficiencia —-
congénita de hidrolasa Acidas en los fagocitos guarda relacién con una -
mayor susceptibilidad a la infeccidén ; un ejemplo de ésto es la enferme-
dad granulomatosa crénica. {5} La fagocitosis por macrdfagos ha sido es-
tudiada por mis de un siglo pero sélo en la iiltima década se ha reconoci
do la importancia de éstos como células secretoras. Se han identificado-
mds de 50 productos de secrecidn de los macrdéfagos.

ILos microorganismos,en su lucha por la sobrevivencia,han desarrolla
8o mecanismos de evasidn tales como el escape de la vacuola fagoeitica,-
la inhibicidn de la fusidn fagosoma-lisosama,la evasién del efecto tSxi-
co de los radicales de oxigeno y la inhibicién de los ‘lisosomas secunda-
rios. Estos mecanismos han despertado el interés de los investigadores y

los han llevado a buscar sus causas. (10)



Descripeidn del proceso fagocitico

Se han publicado muchos estudios sobre fagocitosis. Diferentes in-
vestigadores han empleado varios tipos de células fagociticas (polimorfo
nucleares,monocites ¢ macréfagos),procedentes de diferentes regiones ana
tdmicas r(generalrnente sangre,peritonec & alvedlos) y de diversos organis
mos (humano,conejo,cobaye & ratdn). Como resultado de las distintas con-
diciones experimentales utilizadas en los estudios referentes a la inte-
raccidn fagocito-particula,se ha observado que el proceso de fagocitosis
de una gran variedad de microorganismos sique un patrdén comin., (S) A con
tinuacién se analizard brevemente este proceso que consta de 6 fases in-
terrelacionadas: quimiotaxia,opsonizacidén,adherencia,ingestidn,desgranu-

lacién y destruccidn. (10}

Quimiotaxia

La quimiotaxia puede definirse como la capacidad de las células md
viles para reconocer y responder con migracidn direccional a un gradien-
te adecuado. La guimiocinesis es la reaccidn por .la cual las sustancias-
quimicas determinan la velocidad de la locamocidn celular. ambes facto--
res influyen en la acumulacidn de células inflamatorias en un foco infec

cioso .

Opsonizacidn

La funcidn de las opsoninas del suero es la de reaccionar con los-
microorganismos y volverlos mas susceptibles para su ingestidn por los -
fagocitos. La virulencia de muchos agentes patdgenos se relaciona en par
te con su capacidad para evadir la fagocitosis,en virtud de ciertos anti
genos de superficie,como los polisacdridos capsulares de P. aeruginosa y

la proteina A de S. aureus. (8)
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la opsonizacidn aumenta la hidrofobicidad reduciendo la repulsién -
entre mic¢roorganismos y neutréfilos,pues ambos estdn cargados negativa—-

mente.

La opsonizacidn de las bacterias puede ocurrir por lo menos por unc

de tres mecanismos :

Primero,el anticuerpo por si sole (subclase IgGl! & IgG3) puede ac—
tuar como opsonina.

Segundo,el anticuerpo ,actuando junto con el complemento a través —
de la via cldsica (C1,C4,C2) puede promover la opsonizacién microbiana.

Tercero,la opsonizacién puede ser inespecifica,a través de la via —

alterna del camplemento. (10)

- adherencia

Para poder entrar en contacto con el material gque deben fagocitar,—
las células deben ser capaces de desplazarse y esto es posible cuando la
célula puede emitir pseuddpodos (en el caso de polimorfonucleares),o ve-
los citoplasmicos (para los macrofagos).

La adherencia de las células fagociticas es el resultado de interac
ciones entre factores celulares y factores extracelulares,asi como también.
de la naturaleza de la particula a ingerir.

La interaccidn entre particulas es un proceso altamente organizado,
que requiere de energia y el reconocimiento por los receptores del macrd
fago de los ligandos unidos a la particula. A este proceso se le denomi-
na cremalliera . (4)

1a adherencia de particulas a la superficie del fagocito,no resulta
necesariamente en su ingestidén. Por ejemplo, E. coli encapsulada tratada

con Concavalina A se adhiere a macréfagos peritoneales de ratdn y a lau-
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cocitos polimorfonucleares humanos,pero no es ingerida a menos que se —-
" adicionen anticuerpos antibacterianos especificos.

En contraste,otras particulas tales como ldtex,zimosan y bacterias—

no encapsuladas,son ingeridas aunque no existan anticuerpos en su super-

ficie. (3}

Ingestidn

La ingestidn es la etapa en la cual la particula inerte & viva pene
tra al fagocito. Fsta ingestidn se asocia a una invaginacidn de la membra
na del fagocito en €l seno de la cual se halla la partfcula ingerida. —
Posteriormente,las extremidades de esta invaginacidn de la membrana se —
fusionan para construir una vacuola ,a la cual se le denomina fagosoma.

Se sabe que esta etapa de la fagocitosis depende de manera muy im-
portante del metabolismo de la célula fagocitica y que este proceso de —
ingestidn depende de un gasto de energia. (1)

BEstallido respiratorio

Este término describe una via metabdlica,inactiva en las células en
reposo,que produce un grupo . de agentes microbicidas altamente reactives
mediante la reduccidn parcial del oxigeno. Existen 4 caracteristicas del
estallido respiratorio: el incremento en el consumo del oxigeno.la pro—
duceidn de superdxido,la produccidn de H;0, ¥ la activacién Qe la via he

®x0sa monofosfato. (8)

Desgranulacidn
La destruccidn de los microorganismos susceptibles dentro de los -
neutréfilos estd intimamente relacionada al proceso de desgranulacidn, o

cea,a la liberacidn del contenido lisosamal en el interior del fagoscma.
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Ademds existen evidencias firmes de que se realiza cierta desgranu
lacidn hacia el exterior de la célula.

Los neutrdfilos humanos presentan dos tipos de grdnulos. Los grinu-
los primarios contienen abundantes enzimas hidroliticas,gran cantidad de
mieloperoxidasa (cuyo tinte es responsable de la coloracidn del pus),li-
sozima,elastasa y proteinas catidnicas. (Estudios recientes sugieren que
puede haber otra poblacidn de grédnulos primarios que carecen de mieloper
oxidasa). Los grdnulos secundarios aparecen a medida que el promielocito
madura y se convierte en mielocito en la médula dsea. Los grénulos secun
darios contienen lactoferrina y lisozima. (8)

A medida que se forma el fagosama durante el englobamiento bacteria
no,los grdnulos del neutrdfilo se aproximan al fagosoma,se fusionan conla

vacuola fagocitica y desaparecen del citoplasma (desgranulacidn). (8)

Destruccidn

Los mécanismos antimicrobianos de los fagocitos de origen humano —
pueden dividirse en dos amplias categorias: dependientes del oxigeno e -
independientes del mismo.

A. Sistemas dependientes de oxigeno: Los mecanismos oxidativos de -
destruccidn pueden dividirse en aquellos que estdn mediados por la mielo
peroxidasa (MPO) y los que no lo estdn. De todos ellos sélo se ha probado
en forma definitiva la participacifi del sistema de la MPO dependiente del
oxigeno en los fagocitos. Sin embargo,estudios recientes indican que en
0.025% de la poblacidn general los neutrdfilos no contienen MPO y ain asi
estas personas no muestran predisposicidn a las infecciones. Por lo tanto
se discute la importancia de lalMPO en la destruccidn oxidativa.de los

microorganismos.



1.~ Sistemas mediados por la MPO. lLos componentes del sistema MPO —
son. los siguientes:

a.~ Mieloperoxidasa: La MPO se encuentra en los grdnulos primarios—
(azurofilos) y representa hasta un 5% del peso seco del neutrdéfilo. Jun-
to con el HZOZ' haluros oxidables y un pH dcido,integra un potente siste
ma antimicrobiano en el fagolisosoma,que tiene propiedades antibacteria-
nas,antimicéticas,antivirales y antimicopldsmicas.

b.- H0,: Bajo circunstancias ordinarias,el perdxido de hidrdgeno—
utilizado en este sistema surge del estallide respiratorio. Con la pro—
duccidn insuficiente del !-I202(por ejemplo en la enfermedad granulomato—
sa crénieca),ciertos microorganismos pueden proporcionar,en forma paradé-—
jica,el peréxido de hidrdgeno,que medie su propia destruccidn.

c.~ Haluros: En el interior del neutréfilo hay cloruros en una can-
tidad considerablemente superior a lo requerido para su participacién en
la destruccién mediada por la MPO. El cloruro puede penetrar a la vacuola
fagocitica junto con la particula fagocitada o puede ser transferido a —
través de la membrana del fagolisosoma. Otro halure participante podria
ser el yoduro,proporcionado por el suero o por desyodacidn de las hormo
nas tiroideas. Tanto T; como T, se unen a las membranas en los neutréfi-
los y bacterias. (8)

d.- pH dcido: El sistema mediado por la MPO requiere de un pH dcido
Sptimo,condicicn que se satisface en la vacuola fagocitica.

e.— Oxigeno Unice: El oxigeno \inico (02“) tiene la misma férmila ng.
lecular que el oxigeno atmosférico (triplete) (02),pero difiere en la —
distribucidn de los electrones alrededor de los dos nicleos del oxigeno.
En e). oxigeno atmosférico,les electrones forman una nube .cil.{ndrica;en -
el oxigeno unico,la nube electrénica estd distorcionada;esto altera sus-

propiedades quimicas de tal modo gue el oxigeno dnico y el atmosférico -



pueden considerarse como especies quimicas diferentes. (8)

Durante el estallido respiratorio hay varias fuentes potenciales de
produccidn de oxigeno unico:

1.- E1l ocl”™ , un producte de la reaccidn de la MPO,que se sabe que

reacciona con el H,O

.0, produce oxigeno unico:

- -— *
oCl + H202 O2 + Ccl + H20
2.~ Ia reaccidn del superdxido (02_') con el Hy0, puede producir -—
oxigeno tnico y radicales oxhidrilo. Esta reaccidn es catalizada por el-

hierro y la lactofefrina.
+ H0, —— o + OH + CH

3.- La dismutacidn espontdnea del superdxido (en presencia de la —

superdxido dismutasa),puede producir oxigeno tnico;

El oxigeno tnico tiene propensién particular a reaccionar con las —
dobles ligaduras y podria ser letal para cualquier sistema biolégico con

el que tuviera contacto.

2.— Sistemas independientes de la mieloperoxidasa: En ausencia del
sistema de la MPO pueden funcionar cuando menos 4 sistemas dependientes
del oxigeno,los cuales se deéscriben brevemente a continuacidn:

a.- H,0,: A concentraciones elevadas el perdxido de hidrégeno tiene

-12 -



actividad antimicrobiana directa. Ademds puede actuar en combinacidn con
el .Acido ascérbico y ciertos iones metdlicos,para matar a los mi.croorga
nismos ingeridos por sistemas no enzimdticos. Alqunes microorganismos —
son mis susceptibles al 1-1202 que otros,dependiendo de su capacidad para
producir catalasa o peroxidasa.

b.- Anidn superdxido: Se ha postulado el efecto téxico del anidn su
perdxido scbre los microorganismos,sin embargo,los microorganismos que -
contienen superdxido dismutasa,probablemente resistirian la accidn de és
te radical en la vacucla fagocitica, EL Hy0, formado a partir del anidn-
superdxido tiene mayor potencial germicida cuando se emplea como un com—
ponente mediado por la MPO. El anidn superdxido por si solo es un bacte-
ricida &ébil,

c.— Oxigeno unico: Se halla presente en cantidades reducidas en los
PMN que estdn fagocitando y son deficientes en MPO. Es posible que el ra
dical aparezca como un producto intermediario en la dismutacidn espontd-
nea del anidén superdxido.

d.- Radical hidroxilo: El radical hidroxilo,formado por la interac-
cidn del H,0, ¥ el anidn superdxido,puede formarse en el leucocito me——
diante la reaccidén de Haber-Weiss. El radical hidroxilc es una especie o
xidante muy inestable,que reacciona casi instantaneamente con la mayor -

“parte de las moléculas orgdnicas que encuentra. Es conocido como unc de-
los principales productos que resultan del paso de una radiacidn ionizan
te a través del agua,se le ha implicado en la toxicidad producida en los
tejidos por la radiacién. Estudios recientes sugieren gue el radical hi-

droxilo se produce tanto en los PMN como en los monocitos.

B.~- Sistemas independientes del oxigeno: Estos sistemas incluyen a

las proteinas catidnicas,la lactoferrina,la lisozima,las histonas nuclea



res,las elastasas y la produccidn de dcido en las vacuolas fagociticas.
los mecanismos microbicidas no oxidativos,tienen importancia debido a que
ciertos microorganismos pueden ser destruidos por los neutréfilos bajo -
condiciones anaerobias.

1.- Proteinas catidnicas: Las proteinas catiénjcas de los granulos-
azuréfilos, fueron las primeras sustancias antimicrobianas identificadas-
en los neutrdfilos., Las proteinas catidnicas son abundantes en arginina;
son mds activas a pH neutro y afectan mds rapidamente la capacidad de los
microorganismos para desarrollarse sin destruir su integridad estructural
Las diferentes subclases de éstas muestran especificidad por ciertas cla
ses de microorganismos. Adn no se han informado ejemplos clinicos de ~——
transtorno de la funcidn catidnica de las proteinas en los neutrdfilos -
humanos. {8)

2.- Lactoferrina: Proviene de grdnulos especificos y puede ejercer
funcidn antimicrobiana,fijando y reteniendo el hierrc requerido por las
bacterias ingeridas. En la literatura existe por lo menos la descripcidn
de un paciente en guien el transtorno en la destruccidn de las bacterias
se asocid con grdnulos deficientes en lactoferrina en sus neutrdfilos.

3.~ Lisozima: Se encuentra en los grdnulos primarios y en los grdnu
los secundarios y ataca los mucopéptidos de la pared celular de diversas
bacterias. Debido a que la muerte bacteriana a menudo precede a la accidn
de la lisozima,esta enzima puede caracterizarse por su capacidad digesti
va y no tanto microbicida,

4.- pH bajo: Durante la fagocitosis,el pH en el fagosama disminuye.
La acidificacién parece aumentar la actividad de algunos sistemas enzimd
ticos antimicrobianos {por ejemplo MPO—HZOZ-haLuro y lisozima) pero otros

{por ejemplo las proteinas catidnicas) funcionan mejor a pH neutro o li-
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geramente alcalino. Algunas bacterias son destruidas directamente por los
dcidos orgdnicos en un medio dcido.

5.- 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: LoOs granulocites contiensn diversas proteasas,que son
activas a pH neutro (por ejemplo la catepsina G,la serina,las estearasas
Y las elastasas). Estas sustancias pueden ser mis importantes en la di--
destidn que en la destruccidn bacteriana.

7.- Factores séricos: LOs factores séricos favorecen la destrucccidn

. fagocitica de microorganismos,principalmente por su funcidn cpsénica;sin
embargo, un estudic reciente ha demostrado que la IgG y el camplemento —
pueden aumentar la capacidad de los monocitos humanos para destruir in-—

tracelularmente a §. aureus y E, coli. Ain no se ha explicado el mecanis

mo por el cual esto sucede. (8)

Destino de los microorganismos intracelulares,

Dependiendo de su capacidad para sobrevivir a las condiciones intra
celulares, los microorganismos fagocitados pueden ser muertos,parcial o —
totalmente degradados o bien no ser detruidos y simplemente ser secues—-
trados en el interior de las células. Algunos microorganismos han desarro
llado aparentemente mecanismos para asegurar la supervivencia y réplica-

intracelular en los fagocitos. (8)



Impertancia del proceso fagocitico en la eliminacidn de pardsitos -

intracelulares.

Los fagocitos desempefian un papel clave en la defensa del organismo
contra la mayoria de las infecciones. Ya sea solos o en accidn conjunta-
con factores humorales,son los responsables de las capacidades microbici
das del organismo.

El estud@io de la biologia pardsito-célula fagocitica ha permitido -
por un lado conocer mds acerca de la fisiologia de la célula fagocitica-
y por otro identificar algunos de los mecanismos de evasidn del pardsito.

A continuacidn se enuncian algunos de los mecanismos que alteran —
las fases del proceso fagocitico,debido a'la interaccidn del pardsito con
la célula hudsped. Como se ha descrito,el paso inicial para el estableci
miento de la infeccidn intracelular es la adherencia del pardsito a la -~
membrana citoplasmdtica de la eé€lula huéasped. Para que la adherencia se
lleve a cabo,es indispensable la presencia de moléculas especificas en -
la membrana del pardsito,asi como la existencia de sitios camplementarios
en la membrana de la célula fagocitica, Sin embargo esto parece no ser -
siempre cierto. Un ejemplo de esto lo dan algunos estudios de Nogueira y
cols. usando cultivos de células de ratdn,humano & bovino, infectadas con
T. cruzi .Los autores observaron que los tripomastigotes viables son in-
geridos y pueden parasitar una amplia variedad de células que incluyen -
fibroblastos de embridn de bovino,fibroblastos de ratdn y células epite-
liales humanas. Sin embargo,al probar tripomastigotes calentados o epi--
mastigotes (ambas formas no infectivas pero viables),éstos sélo son inge
ridos por macrdfagos. (2)

La falta de ingestidn de éstos pardsitos puede deberse en los tripe
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mastigotes a la pérdida de receptores para reconocer a la céluka: blanco
(no macrdfago) y penetrarla,lo que no impide que el macrdfago lo ingiera
s5in un receptor de los eliminados por calentamiento. ’

En los epimastigotes es probable la falta de receptores para todas
las cotras células excepto para el macrdfago.

El tratamiento con enzimas proteoliticas (tripsina y quimotripsina)
disminuye la incorporacidn de tripomastigotes y epimastigotes a macréfa-
gos.

-- Johen y Hirsch,observaron que 'beogl'asma gondii inhibe la formacidn
del fagolisosama,camo un mecanismo para mantener su viabilidad intracelu
lar. Se propone que este efecto requiere de la participacidn activa del-
parasito. (2)

Algunos pardsitos han desarrollado estrategias para escapar de la -

vacuola fagocftica al citoplasma de la célula.

Ejemplo de ésto se tiene en los estudios de Nogueira y cols.con —-—
T . cruzi. Al cultivar los tripomastigotes con macréfagos peritoneales -
de ratén,los primeros fueron ingeridos observdndose las cldsicas vacuolas
fagociticas. Una hora después de la ingestidn,el pardsito aln estaba den
tro de las vacuolas pero 48 horas dspués,el pardsito estaba libre en el-
citoplasma. Sin embargo,al estudiar epimastigotes,parece que estos nunca
escapan del fagosama,siendo degradados a las 24-48 horas posteriores a -
la ingestidn. Los amastigotes parecen escapar también de la vacuola fago
citica,

Wibson y cols. han observado que T. gondii no provoca el estallido
respiratorio al interactuar con monocitos humancs mantenidos en cultivo
durante 5-6 dias,desencadendndose sdlo un Aébil incremento de la via he-
xosa monofosfato en macréfagos peritoneales de ratdn. . )

sin embargo T. gondii puede estimular el estallido respiratorio en
moneeitos humanos los cuales lo matan. (3)
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Tripanosomiasis americana & Enfermedad de Chagas.

T. cruzi produce en el hombre la enfermedad de Chagas. Se ha visto que
la severidad de los cuadros clinicos y la irreversiSilidad de las lesiones-—
cardiacas & de otros drganos,con relativa frecuencia causan invalidez y ——-
muerte por lo que constituyen problemas de salud piblica. (11)

En la reptblica Mexicana se considera como drea endémica probable,todeo

el territorio que se encuentra entre los 0 m.Ss.n.m. y los 1 800 m.s.n.m.

El pardsito agrede al hudésped de varias maneras,pero quiza la destruc-
cidn de las células del sistema fagocitico mononuclear y de otros tejidos,-
por el crecimiento y multiplicacidn del pardsito sea de las. mis importantes.
Una sintesis interpretativa de la etiopatogenia de las lesiones producidas-
por T. cruzi es: a) La teoria inflamatoria,por la evidencia del componente-
inflamatorio de las lesiones y b) la teoria alérgica,en la cual las lesiones
se deberian a fendmenos de inmuncalergia causades por los productos de desin
tegracidn de los pardsitos asi como de los tejidos dafiados por los mismos.
Io que si es claro es que los pardsitos del miocardio bloguean los haces —-
produciendo disfuncidn (bloqueos de ram),dilat.acié;'n {cardiopatias) o tam—
bién inflamacidn miocdrdica {miocarditis aguda) con infiltracidn celular -—-
(mono y polimorfonucleares) que posteriormente se tyaducird en inflamacidn
mononuclear con fibrosis (miocarditis chagdsica crénica). Los pardsitos in
vaden gran cantidad de tejidos y drganos como corazén,ceerebro,higado,bazo,
ganglios linfdticos,misculos,etc.,produciendo lesiones y cuadros c¢linicas--

diversos. {11)
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FUNDAMENTACION DEL TEMA

Los pardsitos intracelulares que infectan células fagociticas represen
tan un reto para los investigadores. Los mecanismos que utiliza un -

paxdsito para evadir las barreras de defensa inespecifica y los facto

res humorales,asi cam los mecanismos de penetracidn que le permiten—

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

exitoso dentro de un medio ambiente Sptimo para su desarrollo. (3)

El estudio de los mecanismos antes mencienados,permitird a los —
investigadores en sa].ud.aplicar medidas eficientes para evitar a los
pardsitos que han evolucionada de tal manera,con el fin Gltime de ca-
pacitar al hambre para un medjor desarrollo dentro de su medic ambiente.

Trypanosoma Cruzi es un paradsito intracelular de importancia en-
México y.en Amdrica latina. La enfermedad de Chagas es la infeccidn -
producida en el hambre y en animales por el T. cruzi,observado por —
primera vez en 1909 por el investigador brasilefio Carlos Chagas y des
de= entonces a la fecha se ha encontrado el pardsito practicamente en-
todos los paises del continente americano,en algunos de los cuales -
‘se presenta en forma endémica,constituyendo un problema de salud pibli
ca de importancia tal que se encuentra incluido en el programa de en- -
trenamiento para la investigacidn de enfermedades (TDR) (7). Este ——-
programa propuesto por la organizacidh mundial de la salud (OMS) tie-
ne apoyo de investigadores de todd el mundo y estd dando grandes avan
ces en cuanto a la erradicacidn a nivel mundial de la parasitosis ya-
mencionada.

T. cruzi tiene la capacidad de invadir células del sistema fago~ -

cftico mononuclear y aunque se conoce parte de su mecanisme de pato—
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genicidad,este ain es motivo de muchos estudios. La fagocitosis lleva
da a cabo por células del sistema fagocitico mononuclear y polimorfo-
nucleares es uno de los principales mecanismos de eliminacidn de pard
sitos intracelulares.

En el departamento de parasitologia de la ENCB se han desarro)lado
proyectos de ipvestigacidn en relacidn a la biclogia e inmunologia de

El trabajo de tesis que aqui se presenta forma parte de un pro—
vecto de investigacidn aprobade por la direccidn de posgrado e inves—
tigacidn de IPN el cual se cred ante la necesidad de establecer una -
técnica que nos permita estudiar la fagocitosis como un mecanismo de-
eliminacidn de pardsitos intracelulares “in vitro". Estudios posterio
res permitirdn,con esta técnica,conocer algunos de los mecanismos in-

volucrados en la inmunidad celular (linfocinas) contra estos pardsitos.



PLANTEAMTENTO DEL PROBLEMA

El problema a resolver en este proyecto es establecer una técnica
que nes permita cuantificar la fagecitosis de perési.tos intracelulares ’
que tienen importancia en México y en América latina. La cuantificacidn
de la Eagocitosfs nos permitird disponer de una técnica para medir en -
estudios futuros algunos de los mecanismos de inmunidad celular (linfo-
cinas) que intervienen en la eliminacién de pardsitos,asi como conocer

cuales son los factores que favorecen la penetracidn del pardsito a la
célula.



OBJETIVOS

Objetivo General
Cuantificar la fagocitosis de T. cruzi llevada a cabo por fagoci
tos humanos (mono y polimorfonucleares) que son seleccionados por su-

adherencia al vidrio.

Objetivos especificos

1) optimizar los cultivos de epimastigotes de T. cruzi .

2) Estandarizar la técnica de fagocitosis de levaduras Sacharomyces
cereviceae que servird como testigo de fagocitosis.

Estandarizacidn de la técnica de fagocitosis de T. cruzi.

HIPOTESIS

Si la fagocitosis es un mecanismo importante en la eliminacidn -
del péra‘sito Trypanosoma cruzi,entonces. la quam:ificacién de éste ——
mecanismo permitira obtener un sistema de estudio en el cual se deter
minard el papel de diferentes factores que intervienen en el proceso-

fagocitico.



MATERIAL

Anillo de fierro

cdmara de Neubauer

Cubreobijetos

Embudo de cristal

Fibra de vidrio

Jeringa

Matriz erlenmeyer con tapdn de rosca
Papel abgorbente

Perilla de succidn

Pinzas de extremos planos

Pipeta graduada

Pipeta Pasteur

Placas Multidish 4 Nunclon Delta
Portacbjetos

Probeta

Soporte universal

Tubos de ensaye

Tubos de ensaye con tapén de rosca
Tubos de pldstico con tapdn de rosca

Vasos de precipitados
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10 mL
125 y 250 ml

1,5y 10mlL

2ml

50,100 mL

13 x 100

20 x 200

30 x 150
100 ml



MATERIAL BIOLOGICO

Sangre de carnero

Sangre venosa humana

suero fetal de ternera 9in vitreo)

Suero humano con titulos altos de complemento (CZ!)
Levaduras Sacharomyces cereviceae

Toxoplasma gondidi

oscma cruzi
MEDIOS DE CULT 7O

Agar bacterioldgico (Bimbn de México)
Bacto Agar Base Difco
infusidn Cerebro~Corazén (BHI)

Medio MiInimo Escencial (MEM)} (In Vitro)
SOLUCIONES

Azul tripano al 2%

Solucién de alssver

Solucifn Salina al 0.85%, 0.95%
REACTIVOS

Aceite de inmersidn

Acido citrico nomohidratado

Agua Bidestilada
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Agua destilada

Alcohol metilico puro y neutro

Benzal

Bicarbonato de sodio
Cltrato de sodio dihidratado
Clorurc de sodio

Colorante de Giemsa
Colorante de May-Grunwald
Dextrosa

Estreptamocina S

Glucosa

Heparina

Penicilina G procafnica

© BQUIPO
Mutoclave
Balanza analftica (Mattler)
Centrifuga (Jolbat S--12)
Centrifuga {Jovan—Paris K-63S)
Estufa de incubacidn {Pelisa—EE)
Microscopio dptico (zeiss)
Reloj
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METODOLOGIA

1.- Medios de cultive
A.- Bifdsicos

Los cultivos se realizaron en tubo de vidrio (13 x 100 y 20 x 200)
y matraz erlenmeyer con tapdn de rosca (125 y 250 ml)
SeagregafonSmldenedioen cada tubo y 25 ml en cada matriz ,
una vez solidificado el medio se agregd solucién salina al 0.958% en —
vohimenes iguales.
Se dejaron incibar a 28 °C para prueba de esterilidad.,
, A las 24 horas de incubacién se inocularon los mediocs con suspen
- siones de T. cruzi obtenidas de ratdn.
B.- Liquido
‘Los cultivos se realizaron en tubos de vidrio de 13 x 100 con td

pén de rosca y matraces erlenmeyer con tapdn de rosca.

Se probaron diferentes variables:
1.~ Concentracién de antibidticos
‘ 2.- Tiempo de gdesarrollo

3.-Concentracidn de suero fetal de ternera

1.- Concentracidn de antibiéticos

Se utilizaron combinaciones de Estreptomicina S y Penicilina G -
procainica en las siguientes concentraciones B
a.— 80 UL de cada antibidtico / 15 ml de medic
b.- 800 UI de cada antibidtico / 15 ml de medio

%



2.- Técnica de fagocitosis
1a técnica de fagocitosis se llevé a cabo como se indica en el -

Manual de laboratorio de Inmunologia,ENCB (7) con las siguientes modi

ficacicones:

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

heparina,homogeneizar la mezcla. *

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

a 37 °c. *

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

saye.

d} Centrifugar ‘a 1500 xpm durante 7 min a temperatura ambiente y des-

cartar el sobrenadante,teniendo ia precaucién de eliminarlo totalmente
con ayuda de un papel absorbente. *

e) Resuspender el botén celular en 2 ml de alsever.
£) Centrifugar 15 min a 500 rpm *
g) Repetir e

*
h) Centrifugar a 1500 rpm durante 7 min. *

i) Si quedan eritrocitos en el botén celular,centrifugar y resuspender
‘el botdn celular en 1 ml de agua destilada y homogeneizar con la pipg
ta pasteur durante 30 sey.

3) Resuspender el botdn celular en 5 ml de alsever.

k) Ajustar las células a 1 x 10° / 0.1 ml,para lo cval se toma 0.1 ml
de la suspensidén celular resultante de los incisos anteriores y se ——
agregan 0.9 ml de solucidn de azul tripano al 2%,se cuentan las célu-
las y se ajustan con MEM. *
1} Depositar 100 ul de la suspensidn celular y 900 ul de MEM en pla—

cas de poliestireno de microcultivo de pozos de 2 ml de volumen (pla-
cas Multidish Nunclon Delta),conteniendo cubrecbjetos de aproximada——

mente 25 n-m2 . L]
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m) Oscilar ligeramente la placa e incubar 60 min a 37 °C y en atmésfera —-
parcial de 002.

n) Retirar los cubreobjetos con una pinza de extremos planos y colocarlos
en una placa limpia.

o) Lavar dos veces con MEM. *

p) Depositar 100 ul de levaduras(muertas por esterilizacién a 15 1b / 15-
min) é T. cruzi (ambas a una concentracidn de 1 x 106 / 0.1 ml) y 900 ul -

de MEM en cada pozo. (@) *

q) Oscilar ligeramente la placa e incubar 15,30,60 y 90 min para T. cruzi-

y 60 min para levaduras,a 37 °C y en atmdsfera parcial de €0, *
r} Retirar los cubrecbietos y lavar con solucidn salina al 0.85% 3 veces.*
g) Dejar secar los cubrecbietos. *
t) Tefiir utilizando la tincidn de May Grilhwald-Giemsa. *

u) Bn la estandariacidn de la fagocitosis de levaduras se colocaron 4 cu-—
breobjetos sobre cada portaocbjetos.

En las fagocitosis de pardsitos se colocaron 3 cubrecbjetos de fagocito
sis del pardsito y un testigo de fagocitosis de levaduras, teniendo un por-—
tacbjeto para cada tiempo de incubacidn.

v) Leer al microscopio dptico con objetive de immersién. Obtener el porcen
taje de células fagocitando,leyendo 500 ceélulas de cada cubreobjetos con —
fagocitosis de levaduras y 100 células de cada cubrecbjetos de fagocitosis

del pardsito,

Nota: Las modificaciones fueron introducidas a f£in de disminuir la concen-
tracidn de células a usar,en la técnica original se usan 1 x \06/0.1 ml y-
en las modificaciones se disminuye 10 veces esta concentracidn,

- * modificaciones



- ul microlitros

- (8) se realizd un ensayo con T. gondii a la misma concentracidén.

~ Opaonizacidén de levaduras

Ia opsonizacién de levaduras se llevd a cabo preparando una suspensidn -
de éstas e incubdndolas con mezclas de sueros con titulos altos de C4 de -
individuos nmormales durante 15 min,al cabo d= los cuales se lavaron 3 veces
con agua destilada para eliminar el suero. Finalmente se resuspendieron en

MEM.
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RESULTADOS

A) Optimizacidn de cultivos de T. cruzi .

a.- medios de cultivo

Iasresultadosserameneﬁelmadm&o.!

Cuadro to. 1

Tiempo de incubacidn

(afas)
3 4 S 6
Infusidn derebro-corazdn + ¥+ +
solucidn salina al 0.95%.
Agar sangre-solucidn + + ++ -+
salina at 0.95%.
Medio Minimo escencial. - + + +

: no hubo crecimiento

+ ;3 poco crecimiento

4

buen crecimiento

+++ : abundante crecimiento



b.- Antibidticos.

Cuadro No. 2

Desarrollo
- Bacteriano " Fungico

Concentracién de

antibidticos

80. UI* / 15 ml de medio ++ -
B00 UI* / 15 ml de medio + -
400 UI* / ml de medio + +
8BGO0 UI* / ml de medio + —+
Benzal + +

* Se utilizaron cambinaciones de Estreptomicina S y Penicilina G procainica,las
roncantraciones marcadas en el cuadro son de cada antibidtico.

c.- Concentracidn de suero fetal de ternera.

; Cuadre No. 3
! Concentracidn de suero Crecimiento
E (s

1.0 -

2.5 +

5.0 -
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Tabla no, 1

PORCENTAJE DE ENDOCITOSIS DE Sacharamyces cereviceae SIN OPSONIZAR

LLEVADA A CABO POR FAGOCITOS HUWMANOS.

Muestra 1 2 3 4 5 6
4.4 5.1 8.4 6.7 5.3 4.3

Meestra ! 7 8 9 10 A2l 12
5.5 4.8 5.9 5.4 5.6 5.6

X 5.5 *

8 1.6 =

1) Se realizaron 12 ensayos en total por cuadruplicado,leyendo 100 células en cada ensayo.
* De todas las muestras.

X Media

s Desviacidn estandard
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Tabla No. 2

BORCENTAJE DE ENDOCTIOSIS DE Sacharemyces cereviceae OPSONIZADAS
LLEVADA A CABO POR FAGOCITOS HUMANOS

Experimento
7 2z 3 Iy s 6 7
Muestra
1 39:1 27.6 23.3 61.4 46.8 32.6  34.3
9 44.5 25.4 37.8 65.8 49.9 30.5 24.6
3 52.2 24.6  37.4 59.2 52.1 28.6 27.5
] ' €5.5 28.2
® 45.2 25.8 33,5 63.0 49.6 29.2 28.8
s 6.5 1.5 8.8 3.2 4.3 2.8 1.2



Experimento

Muestra

26.2

22.4

29.6

1.2

1.4

Tabla no. 2 {cont.)

24.6

21.0

25.0

— 34 ~

24.6

21.0

25.4

s

25.0

35.6

31.2

29.1



Tabla No. 2 {cont.)

Experimento
17 T8 19 20 21 22 23 24
Muestra

T 15.8 18.4 24.4 22.8 21.6 24.2 17.3 28.4

2 16.8 17.0 24.2 24.6 27.4 20.0 17.0 40.4

3 R 18.8 22,2 22.2 16.8 16.8 17.6 26.4

a 17.8 19.6 30.0 22.8 25.6 21.2 24.2

X 16.8 18.4 25.2 23.1 22.8 20.5 17.3 34.7

s 0.7 0.94 2.9 0.9 4.1 3.[) 6.29 10.0
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Experimento

Biues\:ra

1

25

20.8

22.4

26

21.6

22.0

20.8

22.8

Tabla No. 2 (cont.)

37,

25.0
26.6
27.2

27.6

28

24.8

25.2

26.4

29

21.4

22.4

20.6

21.8



TABLA No. 3

PORCENTAJE DE ADHERENCIA DE Trypanosoma cruzi LLEVADA A CABO POR
FAGOCITOS HUMANOS.

E".xpex:imento
1 2 3 g
Tiempo
{min)
15 (4] 0 0 0 0
30 (4] 0 It 0 Q
60 [+] 0 v} 0 0
90 1] 0 0 o 0
Testigo de
levaduras. 30 45 27 50 38

- 37 -
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Dado que se contd con una cepa de Toxoplasma gondii , se realizd un ensayo

de fagocitosis de toxoplasma,observdndose los siguientes resultados:

Tabla No. 4
Muestra Tiempo Porcentaje
(min)
1 15 17
2 30 16
3 60 12
4 20 17

Debido a que en la fagocitosis de T. gruzi y T. gondii el nimero de cé
lulas finales se veia 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.
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DISCUCION DE RESULTADOS

g
De acuerdo a los resultados obtenidos podemos hacer las s:guieb%ﬁl-' m'r

£
it

En el cuadre No. 1 se observa que el medic agar sangre-solucién salina

A’g
¥ Ny,
g

consideraciones:

al 0.95% es el medio dptimo para el crecimiento del T. cruzi en fase de —

epimastigote,en este medio se obtuviercn cosechas abundantes desde los 5 -
dias de cultivo,determindndose ésto sdlo cualitativamente,cbservdndose ——
grandes diferencias entre los medios probados. esto es ldgico ya que el —
medio bifdsico es un medio enriquecido que presenta menos limitaciones al-
crecimiento del para‘s.ito,aunque déstos medios presentan el inconveniente de
cosechar filtrando a través de fibra de vidrio pues pueden desprenderse —
pequefios fragmentos de agar y dificultar la fagocitosis del pardsito.

En cuanto al medio liquido (MEM) utilizado para cultivos celulares ,
T. cruzi no presentd crecimientos  Sptimos aunque se observd un ligero incre--
mento al adicionar suero fetal de ternera al 2.5% segun lo muestra el cua-
dro No.3 .

Por otro lado,el cuadro No.2 nos muestra las diferentes concentracio-~
nes de antibidticos probadas,se observa que la concentracién dptima probada
para la eliminacidén de bacterias fué de 800 UI / 15 ml de medioc. A concen-—
traciones menores hubo abundante contaminacidn bacteriana y. a concentracio
nes mayores se incrementaba la contaminacidn por hongos y levaduras. Es ——-

importante dado que la cepa de T. cruzi fué obtenida de casos humanos por-

pase a través de ratén fué dificil obtener la cepa libre de contaminacidn.

Al estanadrizar la técnica de fagocitosis de levaduras se rpobaron --—
primero levaduras sin opsonizar cbservindose porcentajes muy bajos (tabla-
No. 1) por lo que se procedid a probar levaduras opsonizadas,que nos pro—

porcionaron porcentajes mds altos de fagocitosis.
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Se ohtuviercn buenos resultados opsonizando a través de C3 como se ha
deserito,usando la incubacidn de levaduras con mezclas de suercs de indivi
duos normales. El efecto de la opsonizacidn se observé al aumentarse los -
porcentajes de fagocitosis de 5.5% en levaduras sin opsonizar a 373 en -
levaduras cpsonizadas. Aunque el porcentaje de endocitosis de experimento-
a experimento es muy variable (del 11.3 al &68.1%)la desviacidén estandard -
dentro de un mismo experimento generalmente es baja ( aungue hay experi--
mentos en los que las diferentes muestras se notan con porcentajes muy dis
tantes una de otra,trayendo por consecuencia una desviacidn estandard muy-
grande,esto puede ser debido a alguna alteracidn en la técnica).

Debido a que las células para cada experimento provienen de diferente-
donador establecemos que en nuestro trabajo el porcentaje de fagocitosis -
para donadores aparentemente sanos va del 11.3 al 68.1% (tabla NO.2).

La fagocitosis con T. cruzi,que era uno de nuestros objetivos de estu
dio,no se observd;se realizaron 22 ensayos con éste,de los cuales sdlo en-
el 9.5% se observé adherencia orientada entre la parte anterior del epimas ’
tigote y la membrana celular ain cuando el testigo de levaduras presentaba
los porcentajes de fagocitosis semejantes a los informados en la tabla No.
2,0bservandose ésta adherencia desde los 15 hasta los 90 minutos con porcen
tajes muy bajos que fluctuaron entre 2 y 5%. Asi tambien fué frecuente ob-
servar dafio celular en estas preparaciones,el cual no fué cbservado en los

A testigos. La adherencia puede sugerirnos que aunque existen receptores para
T. cruzi sobre la membrana del fagocito,el proceso de fagocitosis no es —
concluido. esto puede deberse a :

a) El tamafo del epimastigote (15-20 micras),en relacidn al tamafio de
la cdlula (18 micras),aunque existen referencias de que ésta fagocitosis -

ocurra. (3)



b} los epimastigotes no fueron opsonizados y por nuestro experimento-—
con levaduras podemos observar qur la opsonizacidn es un factor muy impor
tante para que se tengan porcentajes Sptimos de fagocitosis, No se probd -
la fagocitosis de fase de epimastigote de T. cruzi debido a que esta fija-
complemento a través de €y 1o cual daria camo resultado la lisis de ésta -
fase. (2}

Probablemente lo iddneo seria usar fases de T. cruzi que no fijen —--—
complemento (tripomastigotes) lo cual implica camplicaciones metodoldgicas
ya observadas por otros autores.

Ya que no se observd la farjocitosis de T. cruzi y se contaba con una-

cepa de T. gondii,se realizd un experimento que fuera indicativo que se -
podria generalizar a otros protozoarios.

de los resultados con T. gondii podemos observar que si existe una fago
citosis campleta para este pardsito sungue un resultado no es significativo.
Es importante recordar gue T. gondii presenta mecanismos de penetracidn —-
diferentes a los de T. cruzi asi camo que la fase estudiada para T. gondii
es la fase infectiva del pardsito. .
‘ Ias modificaciones propuestas para la técnica de fagocitosis de leva-
duras nos permiten usar un menor nimero de oélulas,lo que a su vez permite
probar un amyor nimero de variables por experimento y con éstas facilidad-
de manejo. El uso de cajas de petri en la técnica original involucra un ma
yor nimero de células,asi como una mayor cantidad de medios de cultivo y -

reactivos.



QONCLUSIONES

1.-Las condiciones dptimas de los cultivos de t. gruzi fueron:

medio s Agar sangre-solucidn salina al 0.95%.
concentracidn de antibidticos ¢ 800 UI / 15 ml de medio.
Tietpe de incubacidn a 28 °C : 5 dias

2.- Se estandarizé la téomica de fagocitosis de levaduras opsonizadas

ohteniéndose un rango de fagocitosis de 11.3 a 68.1 para donadores sanos.

3.- Para T. cruzi sélo se observé adherencia orientada y nunca fagoci
tosis ain después de observar a diferentes tiempos de incubacidén. Se propo
ne el uso de otras fases del pardsito.

4.~ Para el experimento con T. gondii se observé la fagocitosis a di-
ferentes tiempos por lo que concluimos que el m étodo de fagecitosis aqui

estandarizadeo nos permite cuantificar este mecanismo en algums pardsitos-—

intracelulares.
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ANEXO

Preparacidn de medios de cultivo
A.- Bifdsicos

a.- Infusidn Cerebro-Corazdn - Solucidén salina al 0.95%

Infusién cerebro-corazén 3.7g
Agar 2.0g
Dextrosa 1.0 g

Disolver en 100 ml de agua y esterilizar a 10 1b / 10 min.

Solucidn salina al 0.95%

Cloruro de sodio 0.95 g

Agua - : 100 ml
Disolver y esterilizar a 15 lb / 15 min.

b.- Agar Sangre- Solucién Salina al 0.95%

Bacto agar base Difco 40.0 g
Agua destilada 1000 ml

Disolver y esterilizar a 15 1b / 15 min,

Una vez enfriado el medioc a_40 °C agregar 100 ml de sangre de carnero.
Solucidn salina al 0.95%
Clorure de sodic 0.95 g
Agua 100 ml

Disolver y esterilizar a 15 1lb / 15 min.

B.— Liquidos

- Medio Minimo Escencial (MEM)
Se prepard de acuerdo a las instrucciones del fabn.cante.
. 10 ml de MEM + 90 ml de agua bidestilada + 1 ml de bxcarbonato de sodio
7.5%. Agitar.
Bicarbonato de sodio 7.5%
Bicarbonato de sodio 7.5 g
Agua 100 ml.
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Tincion de Giemsa {6)

1) Preparar una dilucion 1:10 a partir de la solucisn original de Giemsa -
cen agua destilada,filtrar.

2) Agregar una gbta de metanol a cada cubrecbjeto durante 1 min.

3) Lavar con agua destilada .

4) Agregar 0.4 ml de la dilucion de Giemsa,durante 30 min.

5) Lavar con agua destilada.

6) Deiar secar al aire.

Tincion de May Griinwald-Giemsa (1)

- Preparacidn de la solucion madre

Polvo del colorante de May Griinwald 0.30 g
Alcohol metilice pursy neutro .100 ml.
Técnica

1) Diluir la selucidén madre 1:2 con agua destilada.

2) Afadir esta dilucidn a los cubrecbijetos durante 5 min,

3) Iavar con aqua destilada.

4) Hacer una dilucisn del colorante Giemsa 1:10 con agua destilada.
6) Lavar con agua destilada.

7) Secar al aire.

Selucian de alsever

Glucosa 20.50 g
Citratede Sedis dihidratade 8.00 g
Acido citrico menchidratade 0.55 g
Clorures de sodioc 4,20 g
Agua bidestilada 1000 mi

Esterilizar a 10 1b / 10 min ,previo envésamienm en cantidades de ——-
40-50 ml en frascos .
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