UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

I
v LY
i

||
)
[

“II" s
Illl“l“!lnulll“lllll ¢

ESCUELA DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA

Ei
b
i
kY

EFECTO INHIBITORIO DE LA PROLIFERACION BACTERIANA

DE LOS SOBRENADANTES DE CULTIVO DE CELULAS
MONONUCLEADAS HUMANAS ESTIMULADAS POR Cry 1Ac

“In vitro”.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
QUIMICO FARMACOBIOLOGO

PRESENTA
FRANCISCO AYALA MATA

Asesor: Alain R. Rodriguez Orozco.

Morelia, Michoacan, Septiembre,2005


Lalova
Texto escrito a máquina

Lalova
Texto escrito a máquina
Asesor: 

Lalova
Texto escrito a máquina
Alain R. Rodríguez Orozco.


El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia M-3 del CEMEB,
Laboratorio de Microbiologia y Laboratorio de Alimentos de la Escuela de
Quimico Farmacobiologia de la U.M.S.N.H., bajo la asesoria del D.C. Alain R.

Rodriguez Orozco.



Se agradece la asistencia de:

CEMEB y al DC. Marco Cajero por permitirme de trabajar en el Laboratorio de
Biotecnologia M-3.

Escuela de Quimico Farmacobiologia.

Hospital “Eva Samano” y a la Q.F.B. Sandra por proporcionarme las cepas
bacterianas.

Al Prof. Benito Pereira de la UANL, por proporcionarnos la Protoxina Cry 1 Ac.



De todo corazon agradezco a mis papds:
Lili
Y
Francisco
Y a mis hermanos: Alejandro y Jonathan
Quienes siempre me apoyaron incondicionalmente, brinddndome
carifio, paciencia y su confianza para sequir adelante en esta mi

nueva meta.



Quiero agradecerle a todas las personas que de alguna manera me apoyaron y

contribuyeron en la realizacion de este trabajo.

Al Dr. Alain Rodriguez, quién confié en mi y que me dio la facilidad de hacer y

ensefiarme la investigacion.

A la M.C. Lidia Manzo por haber aportado sugerencias muy importantes y

ayudarme en la redaccion con la mejor disposicion.

Ademas, quiero expresarle mi gratitud a mis amigos y comparieros de laboratorio,
Héctor, Nicolas, Salvador y Karla, por sus valiosos comentarios, y sobre todo por
brindarme su apoyo, amistad y momentos agradables dentro y fuera del

laboratorio.

Y sin duda alguna a quién siempre estuvo a mi lado apoyandome y guiandome
sin condicién, que con sus duras y enérgicas criticas me motivo y fortalecié para
no desistir, y que al final de aquellos dias pesados de laboratorio, sus brazos me

daban un tierno abrazo, y que ademas me daba de comer: Mi novia Citlalli.



Sabiendo que todos ellos son personas sumamente ocupadas y que, a pesar de
ello, aceptaron formar parte del jurado y dedicaron su valioso tiempo a la revision
de este manuscrito aportando interesantes sugerencia, deseo manifestarles mi

agradecimiento:

Q.F.B. Rebeca Tinoco
Q.F.B. Bertha Ballesteros

Q.F.B. Juan Bosco Guzman



| NDICE

indice
indice de figuras
indice de tablas

Resumen

Antecedentes
Inmunidad Innata
Inmunidad adquirida
Mecanismos de accion para digerir el material fagocitado.

Inmunomodulacion.

Bacillus thuringiensis y sus toxinas

Dominios de Cry 1Ac

Antecedentes especificos
Justificacion

Hipotesis del trabajo.
Objetivos

Parte Experimental
Método de seleccion por gradiente utilizando Ficoll-Hypaque
con densidad de 1.077
Determinacion de viabilidad de células MN por exclusion con
Azul de Tripano 4%.
Activacion de células MN (monocitos) con la
protoxina Cry 1 Ac.

Técnica de Kirby Bauer

Discusion y Resultados
Conclusiones
Bibliografia

Anexo: Preparacion de reactivos

ww—\_\—\

»

10
11
12

13

13

13

13
14

15
20
21
25



indice de figuras

Figura 1. Fagocitos profesionales

Figura 2. Mecanismos oxidativos de los monocitos

Figura 3. Microfotografia de Bacillus thuringiensis en
microscopio electronico

Figura 4. Proteina Cry en forma de cristales

Figura 5. Estructura de Cry 1Ac

Figura 6. Pruebas de sensibilidad del Staphylococcus aureus

Figura 7. Pruebas de sensibilidad del Proteus mirabilis

Figura 8. Pruebas de sensibilidad en Pseudomonas aeruginosa.

Figura 9. Pruebas de sensibilidad de Escherichia coli

Figura 10. Pruebas de sensibilidad de Salmonella sp.

15

16

17

18

19



indice de tablas

Tabla 1. Mecanismos de defensa y tipos de inmunidad

Tabla 2. Clasificacion de las 6-endotoxinas de Bacillus thuringiensis

Tabla 3. Diluciones y controles

Tabla 6. Medidas de halos de inhibicién de los
sobrenadantes en Staphylococcus aureus

Tabla 7. Medidas de halos de inhibicion de los
sobrenadantes en Proteus mirabilis

Tabla 8. Medidas de halos de inhibicion de los
sobrenadantes en Pseudomonas aeruginosa.

Tabla 9. Medidas de halos de inhibicién de los
sobrenadantes en Escherichia coli

Tabla 10. Medidas de halos de inhibicion de los

sobrenadantes en Salmonella sp.

11

15

16

17

18

19



RESUMEN

La investigacion que se presenta responde a un estudio experimental que
considera la accion adyuvante de Cry 1Ac en mecanismos celulares. Tuvo como
objetivo general conocer el efecto bactericida “in Vitro” de los sobrenadantes de
células mononucleadas activadas por Cry 1Ac en cepas bacterianas. Se utilizaron
métodos tedricos para el analisis documental de las fuentes bibliograficas vy
meétodos experimentales, separacion de células mononucleadas por el método de
seleccion por gradiente utilizando Ficoll-Hypaque con densidad de 1.077.
Determinacion de viabilidad de células MN (monocitos) por exclusion con Azul de
Tripano 4%.Activacion de células MN (monocitos) con la protoxina Cry 1 Ac.
Técnica de Kirby Bauer. Antibiogramas, las bacterias utilizadas fueron: Salmonella
sp. Proteus mirabillis, Escherichia coli, Sthaphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa. Por otra parte se obtuvieron los sobrenadantes de las células
mononucleadas activadas con Cry 1 Ac, con las que se realizaron los
antibiogramas. Los resultados obtenidos muestran que Cry 1 Ac no ejerce
inhibicion alguna per se, sin embargo se demuestra que los sobrenadantes de las
células mononucleadas activadas con Cry 1 Ac ejercen efecto bactericida y
fagocitico por la liberacion de grandes cantidades reactivas del oxigeno como
producto de la potente activacion del estallido respiratorio. Aclarando que este
efecto bactericida de cepa es restrictivo de cepa u especie, por lo que no actua

igual en cada bacteria.
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Antecedentes

Introduccién

Pese a los innegables triunfos de la ciencia antimicrobiana, los “microbios”,
quienes son los causantes de las enfermedades infecciosas, no han sido en
absoluto”vencidos”; aun siguen produciendo infecciones que ocupan gran parte
del tiempo de los investigadores. En efecto, el conocimiento en lo que respecta a
nuevos agentes ya conocidos, a los mecanismos adicionales sobre génesis y
persistencia de las infecciones, y al comportamiento de los agentes infecciosos
en los niveles molecular, celular y organico, se esta viniendo a un ritmo
acelerado. Como resultado se presentan modificaciones en las bacterias que las

hacen resistentes a ciertos farmacos.

En el proceso de curacion, ademas de los farmacos intervienen mecanismos

propios como el sistema inmunitario.

Biologicamente, la palabra inmunidad significa estar libore o exento de las
enfermedades causadas por infecciones. La inmunidad de los seres vivos se
obtiene a través de diversos mecanismos defensivos que sirven de proteccion
contra microorganismos o sustancias del medio ambiente. De acuerdo a si estan
0 no presentes desde el nacimiento, unos se denominan naturales o innatos y
otros se llaman adquiridos o adaptivos. Los primeros forman una linea defensiva
inespecifica. Los segundos son especificos y dependen de la respuesta del

sistema inmune. Tabla 1.

Inmunidad innata
Algunos de estos mecanismos protegen sin la necesidad de ser estimulados,

pero la mayoria son inducibles y ninguno actia en una forma especifica.

Inmunidad adquirida

Ademas de inmunidad innata, el cuerpo humano posee la capacidad de crear una
inmunidad especifica muy poderosa contra elementos invasores como las
bacterias, virus, toxinas mortales. Ademas, también puede eliminar células
envejecidas o alteradas por agentes fisicos o quimicos a través del intestino.

El tener inmunidad también implica reconocer los antigenos propios y desarrollar

una respuesta negativa que ha sido denominada tolerancia.>3*
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Caracteristicas Factores que proporcionan inmunidad
Inmunidad Innata
Inespecifica e Piel y mucosas

e Temperatura corporal

e De vertebrados e invertebrados e Oxigeno

e Innnata e Enzimas de los tejidos

e Natural e Interferones

e Sin memoria e Sistema Complemento

e De especie e Fagocitosis
Especifica Inmunidad Adquirida

e Vertebrados

e Adaptiva
¢ Con memoria e Sistema Inmunitario
e Individual

e Autoregulado

Tabla 1. Mecanismos de defensa y tipos de inmunidad. *

La piel es la primera barrera natural que el hombre tiene, cuando un virus o
bacteria atraviesan esta barrera, la siguiente defensa es una reaccion
inflamatoria, donde participan, entre otros, los fagocitos. Los monocitos que
forman parte de los fagocitos, son los precursores de los macrofagos,
desempefiando una funcién importante en la iniciacion y quizad también en la
expresion de la respuesta inmunitaria®. Los fagocitos pueden atrapar moléculas
solubles o microorganismos e introducirlos en vacuolas citoplasmaticas, donde
las fusionan con los lisosomas y se forman los fagolisosomas, en donde
comienza la actividad de los sistemas antimicrobianos que provocan la muerte de
los microorganismos, que culminan con la expulsion del cuerpo residual. Los
fagocitos profesionales tienen la capacidad de ejercer una potente accién
fagocitica y estan dotados de una alta densidad de receptores para el

Complemento y para las porciones Fc de las inmunoglobulinas. Fig. 1.
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.

Polimorfonucleares (PMN) < Neutrofilos

Fagocitos
/

Monocitos
Mononucleares (MN) <
Macrofagos

\

Figura 1. Fagocitos Profesionales.*

Inmunomodulacion.

Las actividades del sistema inmunitario, que confieren la inmunidad especifica
deben ser ejecutadas sin alterar y las funciones de los diferentes tejidos del
cuerpo. De modo que, para no representar un riesgo a la salud, los mecanismos
inmunolégicos de rechazo y de tolerancia deben ser modulados y, ademas,
deben ser ejercidos en una forma coordinada con las funciones de otros sistemas

del cuerpo, particularmente los sistemas nerviosos y enddécrino.

La modulacion de la inmunidad especifica es necesaria, a fin de evitar la
cronicidad del fenébmeno inflamatorio y la aparicion de enfermedades

autoinmunes y alérgicas.”
Mecanismos de accion para digerir el material fagocitado.
Son mas eficientes e implican un aumento en el metabolismo

Oxidativos de la glucosa con la consiguiente generaciéon de H,O, y forma-
ci6n de metabolitos del oxigeno (O,, 'OH,'0,,OCly cloraminas).
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Figura 2. Mecanismos oxidativos de los monocitos.®

Fusion del fagosoma con los lisosomas.
No oxidativos Disminucién del pH dentro del fagosoma.

Sintesis de proteinas cationicas,lactoferrina o lisozima.*%®

Estos mecanismos para fagocitar a los microorganismos se pueden incrementar
significativamente al coadministrarse con ciertas sustancias llamadas

adyuvantes.

Los adyuvantes son sustancias que al coadministrarse con el antigeno, aumentan
la magnitud de la respuesta inmunoldgica con respecto a la que se obtendria

cuando el antigeno se administra solo.’
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La mayoria de ellas todavia se utiliza con fines experimentales exclusivamente,
ya que su administracién en humanos implica ciertos riesgos, particularmente la
produccion de reacciones de hipersensibilidad o la induccién de fenomenos de
autoinmunidad.

La mayor parte de los antigenos ocasionan respuestas muy pobres al
administrarse solos; la produccion de nuevos coadyuvantes, como proteinas
recombinantes y péptidos provenientes de patégenos, es un area de creciente
intereés.

En los ultimos afios se han investigado sustancias capaces de potenciar las
respuestas inmunolégicas, y que ademas, burlen el ambiente radical que
imponen los mecanismos inespecificos de defensa de los aparatos digestivo,
respiratorio y reproductor, y se han disefiado antigenos encapsulados. Se han
expresado de antigenos heterdlogos en vectores, y en proteinas transportadoras;
estas estratégias son muy costosas y pueden resultar téxicas para los
vertebrados, de modo que resulta atractiva la idea de desarrollar conjugados con

sustancias capaces de adyuvar a la respuesta inmunoldgica.®%

Muchos adyuvantes afectan la especificidad de la respuesta de anticuerpos, pues
logran alterar la seleccion de epitopes de antigenos completos hacia donde se
dirige la respuesta de los anticuerpos.’® Si bien muchos adyuvantes han sido
eficaces para potenciar respuestas humorales, solo unos pocos han demostrado

ser buenos inductores de inmunidad celular.*

Los mecanismos generales de accion de los adyuvantes son los que explican el
modo en que se ejercen su accion inmunoestimulante, y son: la liberacion del
antigeno durante periodos largos, generacion de inflamacion y activacion de
células presentadoras de antigenos, como macréfagos, localizacion selectiva del
antigeno en areas timo-dependientes, incremento de la captura del antigeno y de
Su present6acion por células accesorias, alteracion de las vias de procesamiento
de antigenos, estimulacion de células T cooperadoras, regulacion de la
produccion de citocinas, regulacion del cambio de clase de inmunoglobulinas y de
la proliferacion y diferenciacion de células B, estimulacion de maduracion de

precursores de células By Ty eliminacién de células supresoras.*?
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Bacillus thuringiensis y sus toxinas.

Bacillus thuringiensis (Bt) y toxinas Cry; Bt es una especie bacteriana
grampositiva, aerobia estricta (Fig. 3), morfolégicamente relacionada con Bacillus
cereus y Bacillus anthracis. Estas tres especies bacterianas, durante su ciclo de
vida, presentan dos fases principales, la fase de crecimiento vegetativo, en donde

las bacterias se duplican por biparticion cada 30-90 min. dependiendo del medio

de cultivo, y la fase de esporulacion, en la cual se establece un programa de
13,14,15,16

diferenciacion de bacteria a espora.

Figura 3. Microfotografia de Bacillus thuringiensis en microscopio electrénico.

A Bt se le diferencia de B. cereus y B. anthracis por su capacidad para producir
en el citoplasma, durante la esporulacién, &-endotoxinas, en forma de cristales.
Fig. 4. Dicho cuerpo paraesporal también conocido como proteinas Cry y Cyt,

tienen propiedades insecticidas, usadas en agricultura. '7181%

La clasificacion de las protoxinas Cry esta basada en la especificidad del insecto

que intoxican.?

ESPECIFICIDAD FORMA DEL MEDIDA DE LA
CRISTAL PROTEINA

Lepidépteros Bipiramidal 130 - 138 kDa

(mariposas)

Lepiddpteros y Cuboidal 69 - 71 kDa

dipteros

(mosquitos)
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Coleopteros

(escarabajos)

Irregular

73 - 74 kDa

Dipteros

Bipiramidal

73 - 134 kDa

Variada_nematodos

Variada

35 - 129 kDa

Tabla 2. Clasificacién de las d-endotoxinas de Bacillus thuringiensis.?°

Los sintomas que se observan a partir de que las larvas de insectos susceptibles

ingieren los cristales de Cry 1Ac. El mecanismo de accion incluye varios pasos:

Solubilizacion y procesamiento de la protoxina, uniéon al receptor, insercion en la

membrana, formacién de poro y citélisis.*

Endospore Crystalline Inclusion

Figura 4. Proteina Cry en forma de cristales.™

Dominios de la toxina activada (Cry 1ac)

Esta proteina tiene 3 dominios:
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Dominio |

Dominio Il

Figura 5. Estructura de Cry 1Ac.%

Dominio | (N-ter. 220 residuos): Dominio formador del canal. Es un complejo de 7
a-hélices, donde la hélice 5 (hidr6foba) esta rodeada por las otras 6 a-hélices que
son anfipaticas y suficientemente largas para atravesar la bicapa lipidica de la
membrana de la célula del intestino medio del insecto. 222223

Dominio Il (central, 200 residuos): Esta formado por tres laminas B-antiparalelas
alrededor de un centro hidréfobo que terminan en asas ("loops 1,2y 3 ") en el
vértice de la molécula formando un prisma. Este dominio determina la
especificidad del receptor, mediante la unién con el receptor de membrana de las
células del intestino medio. 2%#2%%

Dominio 1l (C-ter. 150 residuos): Estd menos definida funcionalmente, Es un
complejo B-sandwich, de dos laminas B-plegadas antiparalelas arregladas en
forma de emparedado una sobre otra, se piensa que transduce informacién
desde el dominio Il (de unién al receptor) hasta el dominio | (dominio de
formacion del canal). Ademas, parece que regula la actividad del canal, estabiliza

la toxina y funciona junto al dominio Il en la formacién del canal. 22223



Antecedentes especificos

Antecedentes Especificos

% Se reportdé un aumento en la respuesta inmunoldgica contra hematies de
carnero provocada por cristales insecticidas de Bt, también se demostré
que estos cristales tenian actividad antitumoral en el sarcoma ascitico de
Yoshida, debido al probable aumento de la respuesta de defensa
inespecifica en ratas tratadas con estos cristales. No se ha reportado

actividad citotoxica de las proteinas Cry en células de mamiferos.?**

0,
L4

Cry 1Ac es una protoxina con funciones inmunogénicas y adyuvante
demostrada en mamiferos; al administrarse por via nasogastrica e
intraperitoneal a ratones Balb/c desencadend una alta produccion de
anticuerpos de 1gG, IgM y de IgA en contenido de lavado intestinal, en
heces y en sangre periférica los investigadores comprobaron que la
protoxina Cry1l Ac de Bt es un potente coadyuvante sistémico y de

mucosas, esta adyuvancidad depende de la via de administracién.?®’

o,
L4

Hace poco se demostrd que los fagocitos profesionales y, en particular, los
monocitos eran un blanco celular importante para explicar los efectos
inmunogénicos y coadyuvantes de Cry 1Ac, se determiné que Cry 1Ac
ejerce una potente activacion y proliferacion de monocitos, o que esta en
relacibn con un incremento de los sucesos de procesamiento y

presentacion de antigenos por esta célula %%

7

% Cry 1Ac es inocua para los vertebrados.*



JUSTIFICACION

Cry 1Ac es un adyuvante que potencia la actividad fagocitica-bactericida en

monocitos.

10



HIPOTESIS DEL TRABAJO

Cry 1Ac induce inmunomodulacién en monocitos, aumentando su capacidad

fagocitica y bactericida.

11



OBJETIVOS

Conocer el efecto bactericida “in Vitro” de los sobrenadantes de células

mononucleadas activadas por Cry 1Ac en cepas bacterianas.

12



Parte experimental

Parte experimental

Separacion de células mononucleadas por el Método de seleccion por
gradiente utilizando Ficoll-Hypaque con densidad de 1.077.

Las células totales obtenidas de sangre periférica de persona sana, se ponen en
RPMI 1640 + SFBI al 10 % se depositaran cuidadosamente en un tubo
conteniendo la mitad de solucién 1:2de Ficoll-Hypaque. Posteriormente el tubo
se centrifugara a 2500 rpm durante 30 minutos (centrifuga Beckman TJ-6) a 4°C.
El Ficoll-Hypaque tiene un gradiente de densidad igual al de las células MN pero
menor que los eritrocitos y granulocitos. Los eritrocitos y polimorfonucleares
(PMNs) formaran una pastilla en el fondo del tubo, mientras las células MN
quedaran en la interfase del medio y el Ficoll. Las células MN se separaran y
seran lavadas con PBS (amortiguador de fosfato de potasio 0.015 M pH 7.4, NaCl
0.15 M) (Natvig J.B., Perlmann P. And Wigzell, 1976).

Determinacion de viabilidad de células MN (monocitos) por exclusion con
Azul de Tripano 4%.

Esta prueba de exclusion refleja la integridad de la membrana plasmatica, ya que
colorantes como el Azul de Tripano no son permeables a la membrana integra en
las células vivas (Klaus, 1987) Se determinara la viabilidad en un hemocitémetro
por el porcentaje de células tefiidas de azul (muertas) contra el porcentaje de
células no tefidas (vivas).

Se aceptara la viabilidad celular igual a 95%. La suspension celular se ajustara a
una concentracion final de 2x10° células/ml.

Poner una gota de células en el hemocitometro, luego agregar una pequefia gota

de azul de tripano 4% y observar al microscopio.

Activacion de células MN (monocitos) con la protoxina Cry 1 Ac.

Se utiliza la protoxina a una concentracion de 250 ug/ml, a partir de ella se hacen
diluciones dobles seriadas 1:2,1:4...1:32, en una caja de 96 posillos.

Posteriormente se agregan las células MN obtenidas y se deja incubar durante 72

horas a 37°C, en una atmosfera con 5% de CO; y 95% de humedad relativa.

13



Parte experimental

Al cabo de ese tiempo se transfieren los contenidos de cada pozo en un tubo
Eppendorf y se centrifugaran 15 min. a 5000-7500 rpm.

Se obtiene el sobrenadante con micropipetas y se conserva el sobrenadante en

alicuotas debidamente rotuladas para su uso en bioensayos.

Células | (RPMI + SFBI al 10% | PHA | Protoxina
Control ( -) 100 pl 100 pl -
Control (+) 100 pl 40 ul 60 pl -
Muestras(diluciones) | 100 pl 60 pl - 40 ul

Tabla 3. Diluciones y controles. *PHA: fitohemaglutinina

Técnica de Kirby Bauer.

Sembrar 3-5 colonias en Caldo Soya Tripticasa, dejar incubar durante 4 — 6 hrs.
para que las bacterias alcancen su fase exponencial (comparar turbidez con el
tubo 0.5 de la Escala de Mc Farland). Al cabo de ese tiempo la cepa bacteriana
se siembra masivamente en una placa con Agar Muller Hinton se coloca el
unidisco impregnado previamente con 10 pl de los sobrenadantes y controles, se
incuba a 35°C por 18-24 hrs. Durante este tiempo los antimicrobianos difunden a
través del medio de cultivo, originando un gradiente de concentracion capaz de
inhibir el crecimiento de las cepas de acuerdo al grado de susceptibilidad
bacteriana. Después de incubar se mide el halo de inhibicion y se compara con

los valores anotados en la tablas correspondientes.?

14



Discusion y Resultados

Discusion y Resultados.

Staphylococcus aureus

Figura 6. Pruebas de sensibilidad del Staphylococcus aureus

Tabla 4. Medidas de halos de inhibicibn de los sobrenadantes en

Staphylococcus aureus

15



Discusion y Resultados

Proteus mirabilis

.

Figura 7. Pruebas de sensibilidad del Proteus mirabilis

Tabla 5. Medidas de halos de inhibicion de los sobrenadantes en Proteus

mirabilis

16



Discusion y Resultados

Pseudomonas aeruginosa

Figura 7. Pruebas de sensibilidad en Pseudomonas aeruginosa.

Tabla 6. Medidas de halos de inhibicion de los sobrenadantes en Proteus
mirabilis

17



Discusion y Resultados

Escherichia coli

Tabla 7. Medidas de halos de inhibicion de los sobrenadantes en Escherichia
coli.

18



Discusion y Resultados

Tabla 8. Medidas de halos de inhibicion de los sobrenadantes en Salmonella sp.

19



Conclusiones

Cry 1Ac no ejerce efecto bactericida por si sola en las bacterias Salmonella sp,
Sthaphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus mirabalis y Pseudomonas
aeruginosa. Por otro lado, los sobrenadantes de células mononucleadas
activadas con la protoxina Cry 1Ac si ejercen efecto inhibidor sobre el
crecimiento bacteriano de algunas cepas patogenas (Salmonella sp,
Sthaphylococcus, Escherichia coli, Proteus mirabilis y Pseudomonas aeruginosa)
al humano. Este efecto es dependiente de la dosis del inmunomodulador
empleado.

Varia entre una cepa y otra, y se debe a la estimulacion de factores presentes en

el medio de cutivo.
Por lo que hace falta caracterizar los factores que explican la accion bactericida y

fagocitica de los sobrenadantes de células mononucleadas activadas. Con Cry
1Ac.

20
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11. ANEXOS

Equipo y reactivos.

1) RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) con L —glutamina)

Descripcion:
Formulacién estandar con D-glucosa y bicarbonato de sodio, puede

complementarse individualmente con L-glutamina

Las aplicaciones:

RPMI 1640 es un medio de cultivo celular basico usado para una gama amplia de
aplicaciones. Para perfeccionar el cultivo celular de ciertos tipos de células puede
complementarse con el suero, vitaminas y aminoacidos.

Modo de Preparacion.

1. Mida 5% menos de agua destilada del volumen total deseado de medio,

usando un recipiente que pueda contener el volumen deseado.

2. Agregar el medio en polvo en agua a una temperatura de 15 — 30 °C

(cuarto de temperatura) revolviendo con cuidado. (No usar agua caliente).

3. Enjuague dentro y fuera del paquete para remover todo los rastros de

polvo que haya.

4. Agregar 2.0 g. de NaHCOj3 por cada litro de medio.

5. Diluir al volumen deseado con agua destilada hasta disolver.

6. Ajustar el pH* del medio a 0.2-0.3 debajo del deseado para trabajar. Se
recomienda usar 1IN NaOH o 1N HCl(agregar lentamente). Después de

ajustar el pH, guardar el medio en un contenedor, hasta que este sea
filtrado.
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7. Esterilizar inmediatamente por filtracion de membrana.

8. Esterilizar por filtraciéon con un filtro milipore de 0.22um

* Unidades de pH generalmente suben a 0.1 - 0.3 en filtracién.

2) Agua bidestilada

Propiedades Quimicas y Fisicas.

Formula: H20
Densidad: 1g/ml®
pH: 7

Estado: Liquido

Color: Incolora

Olor: Inodora

Punto de Ebullicion: 96°C

3) Alcohol 70 %

Modo de preparacion.
Mezclar 700 ml de alcohol etilico absoluto con 300 ml de agua bidestilada.

4) Rojo de Fenol indicador pH 6.4 — 8.2

Propiedades Quimicas y Fisicas.
Formula: C19H1405S

Estado: Sdlido

Color: rojo

Olor: débil

Solubilidad: Casi insoluble en agua.

5) Fenol 3%
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Propiedades Quimicas y Fisicas.
Formula: CgHgO

pH : 5 (50 g/l 20°C)

Estado: Sdlido

Color: Incoloro

Olor: Caracteristico

Punto de Fusién: 40.8 °C

Punto de ebullicion: 181.8 °C

Solubilidad: Agua, etanol y cloroformo

Modo de Preparacion.

Pesar 3 g. de cristales de fenol y disolverlos en 100 ml de agua bidestilada.
6) Azul de Tripano 4%

Propiedades Quimicas y Fisicas.
Formula: C3sH24NgNasO14S4
pH: 9.8

Estado: Sdlido

Color: Azul oscuro

Olor: Caracteristico

Punto de Fusién: 300 °C

Solubilidad: Agua e insoluble en etanol

Modo de Preparacion.

Pesar 4 g. de Azul de Tripano y disolverlos en 100 ml de agua bidestilada.

7) Solucion salina 0.85% (NacCl)
Propiedades Quimicas y Fisicas.
Formula: NaCl
Masa molar: 58.5 g/mol
Densidad: 1.03 g/ml®
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pH: 7

Estado: Sdlido
Color: Incoloro
Olor: Caracteristico
Solubilidad: Agua

Modo de preparacion.
Pesar 8.5 g de NaCl y aforar con agua bidestilada hasta 1000ml.

8) Ficol-Hypaque.

Densidad de 1.077 g/ml. Liquido, incoloro. Mantenerse a temperatura de 4°C.

9) PHA [2ug/ml].(Fitohemaglutinina)
Lectina o también denominada mitégeno que estimula la multiplicacion in Vitro de
diferentes estirpes celulares, cuando estas se encuentran en suspendidas en un

medio de cultivo dentro de ellas los linfocitos.

10) Suero Fetal Bovino.
Inactivar el suero (desnaturalizar el sistema complemento) en un bafo maria
durante 30 min. A 55 °C. Esterilizar por medio de filtracion con un filtro milipore de
0.22um.

11) Extraccién de sangre.
Se utilizo sangre periférica, extraida por puncién venosa con vacutainer en un

tubo con heparina.

12) Tubo 0.5 de la Escala de Mc Farland (estandar de sulfato de

bario).
Modo de Preparacion.

0.5 ml de BaCl, 0.048 M (1.175% peso/volumen de BaCl, 2H,0) con 99.5 ml de
H.SO4 al 1% v/iv (0.36N), que es la mitad de la densidad estandar No.1 de la

Escala. Este estandar corresponde aproximadamente a 1.5 x 108 UFC/m.
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