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1. Titulo

Implementacion de una técnica de criopreservacion de promastigotes de

Leishmania



2. Resumen

La Leishmaniasis es una enfermedad producida por parésitos del orden Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae y género Leishmania. La morfologia del parasito consta de dos
formas: los amastigotes que viven en vacuolas en el interior de células del hospedero y los
promastigotes que se forman en el interior del tubo digestivo del vector. Para llevar a cabo la
criopreservacion de promastigotes debemos entender primero que es la criopreservacion, la
cual consiste en el uso de temperaturas muy bajas para preservar células y tejidos vivos
estructuralmente intactos durante un largo periodo de tiempo. La ejecucién del presente
estudio se realizd con el objetivo de implementar una técnica de criopreservacion de
promastigotes de Leishmania, siendo esta una investigacion de tipo experimental — descriptivo
realizada en las condiciones del Laboratorio de Fitoquimica. Se llevd a cabo mediante el
desarrollo de protocolos de criopreservacion y descongelamiento; los resultados obtenidos en
la investigacion demostraron que los promastigotes de Leishmania mantuvieron su viabilidad
celular durante 15 semanas, sin presentar cambios en la temperatura de criopreservacién; por
lo tanto, esta técnica de criopreservacion permite reemplazar al mantenimiento tradicional en
nitrégeno liquido a -196°C y también puede ser aplicable a todos los laboratorios de

investigacion que cuenten con las condiciones adecuadas para realizar la criopreservacion.

Palabras Claves: Leishmania, Promastigotes, Criopreservacion, Descongelamiento.



Summary

Leishmaniasis is a disease caused by parasites of the order Kinetoplastida, family
Trypanosomatidae and genus Leishmania. The morphology of the parasite consists in two
ways: amastigotes living in vacuoles within cells of the host and the promastigotes that form
on the inside of the digestive tract of the vector. To carry out cryopreservation of
promastigotes we must first understand that is the cryopreservation, which consists in the use
of very low temperatures to preserve stem cells and living tissue is structurally intact for a
long period of time. The implementation of the present study was conducted with the objective
of implementing a technique of cryopreservation of Leishmania promastigotes, this being a
experimental research - carried out in the terms descriptive of the Laboratory of
Phytochemistry. Was carried out through the development of cryopreservation protocols and
thawing; the results obtained in the investigation showed that Leishmania promastigotes
maintained their cellular viability during 15 weeks, without presenting changes in temperature
of cryopreservation; therefore, this technique allows you to replace the cryopreservation
traditional maintenance in liquid nitrogen at -196°C and may also be applicable to all research

laboratories with appropriate conditions for the cryopreservation.

Keywords: Leishmania, promastigotes, cryopreservation, thawing.



3. Introduccion

La Leishmaniasis es una enfermedad producida por distintas especies de parasitos
protozoarios del género Leishmania, transmitida por insectos dipteros de los géneros

Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el Nuevo Mundo (Uribarren, 2017).

La morfologia del parasito consta de dos formas: los amastigotes que viven en
vacuolas en el interior de células del hospedero, principalmente monocitos y macrofagos, y los
promastigotes que se forman en el interior del tubo digestivo del vector (Botero & Restrepo,

2012).

Para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es una de las grandes endemias y su
prevalencia es de 12 millones de personas en todo el mundo (Avila, Lozano, & Carrasco,

2014).

Se calcula que cada afio se producen en el mundo entre 0,6 millones y 1 millén de
casos nuevos de Leishmaniasis mucocutanea, que causa la destruccién parcial o completa de
las membranas mucosas de la nariz, boca y garganta. Mas del 90% de los casos de
Leishmaniasis mucocutanea se producen en Brasil, Bolivia, Etiopia y Perd (OMS, 2017).

En Ecuador, se han identificado nueve especies como agentes causantes de
Leishmaniasis cutanea (LC) y Leishmaniasis mucocutanea (LMC), segun el subgénero
Leishmania: L. mexicana, L. amazonensis, L. major-like; subgénero Viannia: L. guyanensis,
L. panamensis, L. braziliensis, L. naiffi, L. lainsoni, L. shawi. (Kato, Gomez, & Robles, 2016).

El cultivo de la Leishmania permite el aislamiento del parasito y facilita su deteccion,
los medios universalmente aceptados y mas frecuentemente utilizados son los medios
difasicos (medio de Novy, Nicolle y McNeal o NNN) y los medios liquidos para cultivos de

células de insectos 0 mamiferos (Schneider, RPMI, etc.) (Montealegre, 2016).



La forma promastigote es la mas facil de ser cultivada in vitro, en ella se hacen la
mayoria de las investigaciones parasitoldgicas, entre las cuales tenemos la criopreservacion
que consiste en el uso de temperaturas muy bajas para preservar células y tejidos vivos
estructuralmente intactos durante un largo periodo de tiempo. Es necesario la utilizacion de los
Agentes crioprotectores(ACP), que se encargan de reducir la lesion por congelacion del
proceso de crioconservacion. Los ACP deben ser bioldgicamente aceptables, ser capaces de
penetrar en las células y tener una toxicidad baja. Se utilizan para reducir la cantidad de hielo
formado a cualquier temperatura dada. Por lo tanto, el uso apropiado de los ACP es importante

para mejorar la viabilidad de la muestra a crioconservar (Hoon, y otros, 2017).

La criopreservacion de Leishmania es un proceso simple que no requiere aparatos
sofisticados, y se realiza lentamente en presencia de un crioprotector. Esta técnica permite
mantener los promastigotes vivos durante un largo periodo de tiempo sin presentar cambios en
las caracteristicas morfologicas y funcionales; por lo tanto, se puede crear un banco de
promastigotes, que se los puede utilizar para realizar estudios genéticos, bioguimicos e
inmunoldgicos, de identificacion, para probar con nuevos medicamentos, extractos de plantas
medicinales, asi como también para el estudio de la morfologia en las practicas realizadas por

estudiantes.

En el presente proyecto de tesis tuvo como objetivos: 1) implementar una técnica de
criopreservacion de promastigotes de Leishmania; 2) disefiar y validar un protocolo de
criopreservacion, esta técnica de criopreservacion es importante porque nos permite
reemplazar al mantenimiento tradicional en nitrogeno liquido a -196°C, ya que es muy
costoso; los resultados de viabilidad celular obtenidos en este estudio fueron de 15 semanas,

sin presentar cambios en la temperatura de criopreservacion; por lo tanto, los protocolos



disefiados pueden ser aplicables a los laboratorios de investigacion que cuenten con las
condiciones adecuadas para realizar la criopreservacion; 4) culminado el proyecto se hizo la
difusion de los resultados en presencia de los estudiantes y docentes de la Carrera de

Laboratorio Clinico.



4. Revision literaria

4.1Leishmaniasis

La Leishmaniasis es una enfermedad transmitida por vectores con una variedad de
especies de parasitos, reservorios y vectores implicados en su transmisién, es causada por el

protozoo Leishmania, que se transmite por diversas especies de fleb6tomos. (OPS, 2017).

La Leishmania es un parasito flagelado en el vector e intracelular obligado en el ser
humano y otros mamiferos; produce lesiones a niveles cutaneo, mucocutaneo y visceral. Se

transmite a los humanos por la picadura de flebétomos hembra infectados (Uribarren, 2017).
4.2 Aspectos epidemiologicos

Para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es una de las grandes endemias, y es
considerada una de las enfermedades infecciosas més importantes, para la cual no existe un
control adecuado. Su prevalencia es de 12 millones de personas en todo el mundo, con otros

350 millones de personas en riesgo de infeccion. (Avila, Lozano, & Carrasco, 2014).

En la Region de las Américas, los casos de Leishmaniasis se han registrado desde el
sur de los Estados Unidos hasta el norte de Argentina. Cada afio, un promedio de 60.000 casos
de L. cutanea, mucosa y 4.000 casos de L. visceral se diagnostican, con una tasa de mortalidad
del 7%. En el mundo, la coinfeccion de Leishmania y VIH ha aumentado la carga de la
enfermedad debido a la mayor dificultad del tratamiento clinico. El diagnostico de la
enfermedad es esencial para establecer un tratamiento especifico y para limitar el progreso de
la enfermedad, aliviar los signos y sintomas para mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Si no se tratan, las formas mucosa, cutanea pueden causar deformidad y la desfiguracion, y la



forma visceral puede ocasionar la muerte en méas del 90% de los casos no tratados (OPS,

2017).

En el Ecuador se han notificado 1668 casos de Leishmaniasis en el afio 2017, siendo la
region Costa que reporta el mayor nimero de casos (988), la Amazonia con 421 casos, la
region Sierra con 236 casos y region Insular con 23 casos. Las provincias con el mayor
numero de casos son Los Rios (432), El Oro (228), Pastaza (199), Manabi (180), Santa Elena
(134), representando el 70,32% del total de los casos del afio 2017. El grupo de edad mas
afectado es de 20 a 49 afios. En la provincia de Loja solo se han notificado 19 casos y en la

provincia de Zamora Chinchipe se han notificado 14 casos (Granda, 2018).

4.3 Principales factores de riesgo
4.3.1 La pobreza

La pobreza aumenta el riesgo de Leishmaniasis. Las malas condiciones de vivienda y
las deficiencias de saneamiento de los hogares (por ejemplo, la ausencia de sistemas de
gestion de residuos, alcantarillado abierto) pueden promover el desarrollo de los lugares de
cria 'y reposo de los fleb6tomos y aumentar su acceso a la poblacién humana. Los fleb6tomos
se ven atraidos por el hacinamiento, ya que constituye una buena fuente de ingesta de sangre.
Las pautas de comportamiento humano (por ejemplo, dormir a la intemperie o en el suelo)
también es probable que aumenten el riesgo de contraer la enfermedad. EI uso de mosquiteros

tratados con insecticida reduce el riesgo (Catteni, 2016).

4.3.2 Malnutricién
Las dietas bajas en proteinas, hierro, vitamina A y zinc aumentan el riesgo de que la

infeccion progrese hacia el kala-azar (Catteni, 2016).



4.3.3 Movilidad de la poblacion

Las epidemias de las dos formas principales de Leishmaniasis a menudo se asocian con
la migracion y el desplazamiento de personas no inmunizadas a zonas donde ya existen ciclos
de transmision. La exposicion en el trabajo y el aumento de la deforestacion siguen siendo
factores importantes. Por ejemplo, asentarse en zonas previamente boscosas significa
acercarse al habitat del fleb6tomo, lo que puede llevar a un aumento rapido del nimero de

casos (Catteni, 2016).

4.3.4 Cambios ambientales
Los cambios ambientales que pueden influir en la incidencia de esta enfermedad son:
la urbanizacién, la integracién del ciclo de transmision en el habitat humano y la incursion de

las explotaciones agricolas y los asentamientos en las zonas boscosas (Catteni, 2016).

4.3.5 Cambio climatico

La Leishmaniasis es sensible a las condiciones climéticas, y los cambios en las
precipitaciones, la temperatura y la humedad influyen en gran medida en la enfermedad. El
calentamiento de la tierra y la degradacion del suelo afectan en muchos aspectos a la

epidemiologia de la misma:

e Los cambios de temperatura, precipitaciones y humedad pueden tener efectos
importantes en los vectores y los reservorios animales, al alterar su distribucion e
influir en las tasas de supervivencia y el tamafio de la poblacion.

e Pequeiias fluctuaciones en la temperatura pueden tener un efecto en el ciclo de
desarrollo de los promastigotes de Leishmania en los fleb6tomos, y permitir que el

parésito se transmita en zonas donde la enfermedad no era previamente endémica.
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e Las sequias, las hambrunas y las inundaciones que se producen como consecuencia del
cambio climatico pueden llevar a desplazamientos masivos y la migracion de personas
hacia zonas de transmision de la Leishmaniasis, y la desnutricion puede debilitar la

inmunidad de las poblaciones afectadas (Catteni, 2016).

4.4 Clasificacion Taxondmica

Este protozoo flagelado esta ubicado filogenéticamente de la siguiente forma:

« Reino: Protista

e Subreino: Protozoa

e Phyllum: Sarcomastigophora
e Subphylum: Mastigophora

o Clase: Zoomastigophorea

e Orden: Kinetoplastida

e Suborden: Trypanosomatina
o Familia: Trypanosomatidae

o Género: Leishmania (Hernandez, et al. 2013)

4.5 Agente Etioldgico

La Leishmaniasis es producida por varias especies de Leishmania, un parésito
protozoario de la familia Trypanosomatidae (orden Kinetoplastida). EI género Leishmania
incluye dos subgéneros, Leishmania y Viannia, que se diferencian por el lugar en el que se
multiplican, dentro del tracto digestivo del insecto vector. El subgénero Leishmania se ubica
en el area suprapildrica (préxima a la probdscide), del insecto; mientras que el subgénero

Viannia se ubica en el intestino medio y posterior (Becerril, 2014).


https://www.ecured.cu/Protozoo
https://www.ecured.cu/index.php?title=Flagelado&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/Protista
https://www.ecured.cu/Protozoa
https://www.ecured.cu/index.php?title=Sarcomastigophora&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/index.php?title=Mastigophora&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/index.php?title=Zoomastigophorea&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/index.php?title=Kinetoplastida&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/index.php?title=Trypanosomatina&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/index.php?title=Trypanosomatidae&action=edit&redlink=1
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Las caracteristicas morfologicas corresponden a dos formas parasitarias las cuales
adoptan segun su ciclo de vida: el amastigote es la forma replicativa, redondo u oval,
intracelular, reside y se multiplica en los fagolisosomas dentro de fagocitos mononucleares de
los hospederos. Mide 2 - 5 um; con tincion Giemsa se aprecian un gran nucleo y un
cinetoplasto pequefio, ambos de color purpura, y un filamento delgado que une cinetoplasto y

el cuerpo basal (Morelos, 2015).

El promastigote (metaciclico), es la forma infectiva, elongado, extracelular, se
desarrolla y multiplica en el tracto digestivo de los insectos transmisores. Mide 10 - 20 pm, sin
contar la longitud de un unico flagelo, cuyo tamafio oscila entre 15 - 25 um; presenta un
cinetoplasto que aparece como una banda granular electrodensa dentro de la mitocondria,
localizado a 1 - 2 um del extremo anterior del paréasito, de donde emerge el flagelo (Uribarren,

2017).

4.6 Especies

4.6.1 Leishmania (Suprapilarya). Infecciones debidas a Leishmania spp, se encuentran en
los Andes y en las tierras bajas del Pacifico. Se desarrollan en el segmento de tubo digestivo
anterior al piloro (Almagro, 2005).

Subgénero Leishmania
* L (L) chagasi

* L. (L) enrietti

* L. (L) mexicana

* L. (L) pifanoi

* L. (L) hertigi



* L. (L) amazonensis

* L. (L) deanei

* L. (L) aristidesi

* L. (L) garhami

* L. (L) forattinii

e L. (L) venezuelensis (Sanchez, 2004).

12

4.6.2 Viannia (Perypilaria). La mayoria de las infecciones humanas son causadas por

Viannia, que se distribuye en las tierras bajas tropicales y subtropicales. Se desarrollarian en

piloro y por detras del mismo (Almagro, 2005).

Subgénero Viannia
* L. (V) brasiliensis
* L. (V) peruviana

* L. (V) guyanensis
* L. (V) panamensis
* L. (V) lainsoni

o L. (V) shawi

* L. (V) naiffi

* L. (V.) colombiensis

* L. (V.) equatorensis, (Sanchez, 2004)
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4.7 Ciclo de vida

Todos los protozoos del género Leishmania poseen un ciclo de vida similar. Los
principales vectores pertenecen al genero Lutzomyia, en el Nuevo Mundo, y el género
Phlebotomus en el Viejo Mundo. La hembra se infecta al picar a un vertebrado y succionar
amastigotes con la sangre y macréfagos infectados. En el tubo digestivo de los mosquitos, los
amastigotes se alargan y desarrollan rapidamente el flagelo para dar origen a los
promastigotes, estos viajan la probdscide del mosquito y son inoculados aun nuevo vertebrado
como promastigotes metaciclicos que son los parasitos infectantes. Los promastigotes de las
diferentes especies de Leishmania se reproducen por division binaria en diferentes partes del
tubo digestivo, el tiempo que toma el vector para ser infectante es de aproximadamente 10
dias. En la naturaleza, la infeccion de los vectores es baja, por lo tanto, se requiere que piguen
repetidas veces para una transmision adecuada que debe inocular entre 10 y 200 parasitos

(Botero & Restrepo, 2012).

Al penetrar los promastigotes por la picadura a la piel, son englobados por las células
de Langerhans y otros macrofagos, dentro de los fagosomas se transforman en amastigotes.
Estos se reproducen intracelularmente por division binaria, rompen las células y rapidamente
entran a nuevas células hasta causar lesiones ulcerativas por destruccién del tejido (Becerril,

2014).

4.8 Manifestaciones Clinicas

Las manifestaciones clinicas son variables y se describen tres formas clinicas: 1)
Leishmaniasis visceral; 2) Leishmaniasis cutanea; 3) Leishmaniasis mucocutanea (Jiménez,

2015).
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4.8.1 Leishmaniasis visceral o kala azar.

Tambien llamada kala-azar, producida por L. donovani y L. infantum, la mayoria de
personas que adquiere la infeccidn genera una respuesta inmunitaria satisfactoria y no presenta
sintomas; 48 horas posterior a la entrada de promastigotes, se muestra una hipersensibilidad
tardia a los antigenos de Leishmaniasis en la prueba cutanea (prueba de Montenegro). Esta
enfermedad dafa principalmente a los 6rganos del sistema reticuloendotelial, se puede ver
afectado también las amigdalas y la submucosa intestinal, en caso de que se exista disfuncion

medular se manifiesta una pancitopenia (Jiménez, 2015).
4.8.2 Leishmaniasis cutanea.

La lesidn cutanea tipica es la ulcera, que suele tener un fondo granuloso grueso, con
bordes bien delimitados, de tinte violaceo; por lo general son indoloras; mas de 80% de los
pacientes la desarrollan. Al inicio, en el sitio de la picadura e inoculacion del parasito, aparece
un eritema pruriginoso que evoluciona a papula y vesicula pustulosa de base indurada, que
luego se abre como una pequefa Ulcera, la que se cubre de una costra. La lesion inicial puede
ser unica o multiple y en ocasiones las Ulceras por lo general tienen bordes netos y edematosos
con un color violaceo, son indoloras y cuando se retira la costra que las cubre, se aprecia un

fondo granulomatoso grueso, hiperémico y sangrante (Werner, 2013).
4.8.3 Leishmaniasis mucocutanea

Llamada también espundia es producida por L. viannia, presenta lesiones en la nariz, o
en la boca también presentan congestion y hemorragia nasal seguidos de destruccion del

cartilago nasal, perforacion del tabique nasal y colapso del puente de la nariz. Puede haber
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extension a faringe, laringe, labios, mejillas y paladar blando lo que podria tener secuelas de

cicatrizacion con trastornos de la fonacién o deglucién (Jiménez, 2015).

En Ecuador los tipos de Leishmaniasis mas comdn son la cutanea y mucocutanea.

(Direccion Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, 2019).

4.9 Métodos y técnicas de diagndstico

Segun Montalvo para confirmar la Leishmaniasis es indispensable identificar el
parasito por cualquiera de los métodos que existen para visualizarlo o aislarlo.

4.9.1 Método parasitoldgico.

Consiste en el examen microscépico del frotis de exudado de la lesion o de la
extension tras puncién-aspiracion con aguja fina, para comprobar la existencia de amastigotes.
La tincién con Giemsa permite observar los amastigotes dentro o fuera de los macréfagos
como cuerpos redondeados u ovales, de color azul claro, con un nucleo y un cinetoplasto
puntiforme, ambos de color purpura, en el interior de su citoplasma, pero la sensibilidad es
baja, aproximadamente de 50 a 70 % en el Viejo Mundo y puede llegar a ser ain menor en el

Nuevo Mundo, con valores de 15 a 30 % (Montalvo, et al. 2016).
4.9.2 Biopsia.

El estudio histopatolégico de la muestra tomada de la lesion permite hacer el
diagnostico, al observar la presencia de amastigotes intracelulares. En las formas cronicas no
siempre se logra demostrar la presencia de los parasitos, pero el cuadro histopatol6gico
presentado hace sospechar de la enfermedad. En las mucosas es mas dificil observar los
amastigotes. Cuando se forman granulomas se observan células epitelioides y células gigantes.

También se pueden tomar fragmentos de los tejidos para hacer impresiones 0 macerar para
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cultivos o inoculaciones a animales. El estudio histopatologico nunca remplaza la basqueda
del parésito en el frotis, pero esta indicado cuando fue imposible observar amastigotes al

examen directo (Botero & Restrepo, 2012).
4.9.3 Prueba de PCR.

Utilizando los métodos de la biologia molecular es posible aplicar la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar fragmentos especificos de ADN de los
parasitos e identificar su presencia en una muestra. Esta técnica tiene gran valor en los tejidos
en donde no ha sido posible detectar la presencia de parasitos, especialmente en las lesiones de

mucosas y para comprobar la infeccidn en los vectores (Botero & Restrepo, 2012).
4.9.4 Cultivo.

El cultivo de muestras bioldgicas, por lo general en medio NNN; puede facilitar la
identificacion y caracterizacion de las especies por métodos isoenziméaticos o moleculares,
pero requiere de mayores condiciones técnicas en el laboratorio y se necesita tiempo para
entregar el resultado. La observacion de promastigotes mdéviles facilmente identificables en la
fase liquida del medio cultivo, producto de la transformacién de los posibles amastigotes
presentes en la muestra sembrada, constituye el resultado positivo. EI manejo y mantenimiento
de los cultivos de Leishmania no cumplen un formato estrictamente debido a que cada especie
tiene un comportamiento diferente, por lo que hay que procurar que en el mantenimiento in
vitro de las especies se le proporcione los elementos nutricionales lo mas cercanas a su habitat
0 microambiente natural. Los parasitos de Leishmania estan constituidos esencialmente por
proteinas, lipidos e hidratos de carbono, estos ultimos en mayor proporcién como el glucdgeno
que se encuentra presente en gran cantidad en la mayoria de las especies (Montalvo, et al.

2016).
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4,10 Medios de Cultivo

4.10.1 Monofasicos (liquidos).

En el cultivo de Leishmania se han empleado el medio Schneider's Drosophila
desarrollado para el cultivo de células de insectos, suplementados con SFB 20%. Otros medios

liqguidos como MEM, RPMI 1640; suplementados con 20% de SFB (Werner, 2013).
4.10.2 Bifasicos.

Los medios bifasicos estan compuestos por una fase sélida de agar no nutritivo, cloruro sédico
y sangre de caballo o conejo inactivada. La fase liquida de este medio consiste en el agua que
se condensa después de la solidificacion de la fase de agar; sin embargo, esta fase liquida se
puede enriquecer con medio MEM, Tc-199 o medio RPMI 1 640 enriquecidos con 10 a 20%
de suero bovino fetal inactivado. EI medio universalmente aceptado y mas utilizado es el

medio NNN; otros medios bifasicos son el USMARU, Evans (Werner, 2013).

Entre algunas de las ventajas de los medios bifasicos para el diagnostico primario se
mencionan las siguientes: son particularmente valiosos para el aislamiento primario y el
mantenimiento, por largo tiempo, de los «stocks» de Leishmania, permiten la morfogénesis
celular de amastigotes en promastigotes, en la gran mayoria de los aislados de L. (V)
braziliensis, y de otras especies del subgénero Viannia, asi como del subgénero Leishmania

(Montealegre, 2016).

4.11 Tratamiento

Los tratamientos de primera eleccion para las diferentes formas clinicas de
Leishmaniasis son las sales de antimonio pentavalente, como el antimoniato de N-metil

glucamina (glucantime®) y el estibogluconato de sodio (pentostam®). Ambos farmacos son
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de similar eficacia. Antes de iniciar el tratamiento, todo paciente debera evaluarse clinica y
paraclinicamente para descartar alteraciones cardiacas, hepaticas o renales (Avila, Lozano, &

Carrasco, 2014).
4.12 Criopreservacion

La criobiologia se refiere a los efectos de las temperaturas bajas sobre los sistemas
celulares ya que el tiempo bioldgico es una consecuencia de determinadas reacciones
bioquimicas y el frio prolonga el tiempo biolégico puesto que enlentece estas reacciones. Sin
embargo, este no es un proceso exento de problemas ya que puede inducir variaciones
extremas en las propiedades quimicas, térmicas y eléctricas las cuales pueden alterar las
membranas celulares, los organelos y la delicada interaccion célula-célula inherente en las

células y tejidos a criopreservar (Avila, y otros, 2016).

La estructura y composicion de las membranas plasmaticas determinan los principales
eventos celulares que tienen lugar durante los procesos de criopreservacion, su
comportamiento durante la congelacion y descongelacion definira los indices de supervivencia
de la célula congelada. Los periodos criticos para la sobrevida celular durante la
criopreservacion son la fase inicial del congelamiento y el periodo de retorno a condiciones
fisiolégicas. Las reacciones bioldgicas y quimicas en las células vivas se reducen
drasticamente a baja temperatura, un fendmeno que puede conducir a la posible preservacion a
largo plazo de células y tejidos. Sin embargo, la congelacion es fatal para la mayoria de los
organismos Vivos, ya que se forman cristales de hielo intra-extracelulares y producen cambios
en la configuracién quimica de las células que conducen a restricciones y lesiones mecanicas

celulares (Avila, y otros, 2016).
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El principal obstaculo para que las células superen las bajas temperaturas es la
transicion de la fase de agua a hielo. La lesion celular a velocidades de enfriamiento rapidas se
atribuye a la formacion de hielo intracelular, mientras que el enfriamiento lento causa cambios
osmoticos debido a los efectos de la exposicion a soluciones intra y extracelulares altamente
concentradas o a interacciones mecanicas entre las células y el hielo extracelular (Hoon, y

otros, 2017).
4.13 Agentes crioprotectores (ACP)

Los ACP son sustancias hidrosolubles capaces de modificar las propiedades
fisicoquimicas de las soluciones acuosas presentes en la materia viva. La funcion de los
crioprotectores variard dependiendo del tipo elegido. No obstante, sus funciones principales
son promover una rapida deshidratacion celular, y amortiguar el efecto de la alta
concentracion de solutos en el interior de la célula u organismo a criopreservar (Barranco,

Bellver, & Bernal, 2007).

Bioguimicamente es posible distinguir tres tipos de crioprotectores: los alcoholes,
azucares y el DMSO. No obstante, los crioprotectores se catalogan en base a diversos criterios,
especialmente de acuerdo al grado de proteccion al cristal de agua, a la toxicidad quimica que
pueden tener sobre las células y a la velocidad para penetrar los tejidos. Ademas, estos
productos se utilizan en conjunto con los medios nutritivos liquidos que conforman las
mezclas congelantes; las concentraciones crioprotectoras son lamentablemente toxicas para el
tejido a temperatura ambiente, por lo cual en el procedimiento de congelado se deben respetar
ciertos tiempos de exposicion del material a 4°C, para que el producto protector penetre el
tejido sin alcanzar los niveles toxicos referidos, antes del inicio del proceso de congelacién

propiamente dicho. Del mismo modo, cuando se procede a la técnica de descongelado, se debe
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someter a un lavado minucioso con medios nutritivos a concentraciones decrecientes del
crioprotector, para su total eliminacion evitando de esta forma los efectos toxicos (Barranco,

Bellver, & Bernal, 2007).
De acuerdo a la permeabilidad celular se pueden considerar dos tipos de crioprotectores:
4.13.1 Crioprotectores no penetrantes.

Son sustancias de alto peso molecular, caracterizadas por ejercer su accion protectora a
altas velocidades de congelacidn, promoviendo la rapida deshidratacion celular. Los mas
utilizados son: sacarosa, dextrosa, glucosa, polivinilpirrolidona (PVP), dextrano y

polietilenglicol (Barranco, Bellver, & Bernal, 2007).
4.13.2 Crioprotectores penetrantes.

Son sustancias de bajo peso molecular que penetran el interior de la célula y acttian
deshidratandola por sustitucion del agua intracelular, amortiguando el incremento de
concentracion de solutos en el medio extracelular, impidiendo la formacion de cristales en el
interior y evitando el estrés osmdtico. Los mas empleados son: el 1-2 propanodiol,

dimetilsulfoxido (DMSO), etilenglicol y glicerol (Barranco, Bellver, & Bernal, 2007).

El Glicerol es un no electrolito y actia reemplazando el agua intracelular minimizando
la formacién de cristales, regula la deshidratacion y también protege la estructura proteica

(Jang, Park, & Jang, 2017).
4.14 Crioconservacion de promastigotes

e La criopreservacion de promastigotes la realizan a -80°C segun (Martinez, 2018); otros
autores también la realizan a -86°C y luego en nitrégeno liquido(-196) (Cavus, y otros,

2017).
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4.15 Descongelamiento de promastigotes

e EI descongelamiento de promastigotes lo realizan diluyendo el contenido del vial
congelado en medio RPMI 1640 modificado suplementado con 10 o 20% de suero

fetal bovino inactivado segn (Martinez, 2018).

4.16 Viabilidad Celular

e En la técnica de criopreservacion utilizada por Martinez (2018) y Cavus (2017)

obtuvieron unos resultados de viabilidad positiva.
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5. Materiales y métodos

5.1 Tipo de estudio
El estudio es experimental - descriptivo.
5.2 Area de Estudio

El proyecto se lo desarroll6 en el Laboratorio de Fitoquimica, adscrito a la Direccion de
Investigacion de la Universidad Nacional de Loja, ubicado en el sector La Argelia, en la

ciudad de Loja — Ecuador.

5.4 Muestra
Estuvo constituido por medios de cultivo con promastigotes de L. major.

5.5 Métodos, técnicas y procedimientos

5.5.1 Fase Pre-Analitica:

1. Disefio de protocolos

Se realizd una revision bibliografica de protocolos de criopreservacion y descongelamiento
y se los disefid de acuerdo a las condiciones presentadas por el Laboratorio de Fitoquimica.
2. Congelador

De acuerdo al manual de usuario del congelador nos indica que este emite una alarma
sonora al momento de tener la puerta abierta durante 1 minuto y a los 4 minutos hay un
cambio de temperatura de 1 °C.

3. Protocolo de utilizacion de la Camara de Seguridad Biologica, (Ver anexo 1).
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4. Cultivo de promastigotes de L. major

La cepa de L. major se mantuvieron con pases sucesivos en medio NNN suplementado
con medio Schneider's Drosophila,10% de suero fetal bovino inactivado y gentamicina
0.1mg/mL. Se utilizé esta cepa de Leishmania porque fue la de mejor crecimiento en los

medios de cultivo.

5. Medio Schneider's Drosophila

Para preparar el medio se utilizdé 10% suero fetal bovino inactivado, solucion de
gentamicina 10mg/mL, orina estéril de adulto; se distribuyen en tubos cdnicos tapa rosca,
5mL/tubo; luego se lo incuba a 37°C por 24-48horas para control de calidad y se lo almacena
en refrigeracion a 8°C, (Ver anexo 2).

6. Medio NNN

Para preparar el medio se utilizé6 15% sangre de conejo desfibrinada e inactivada a 56°C
durante 30 minutos, solucion de gentamicina 10mg/mL, agar infusién cerebro-corazén; se
distribuyen en tubos conicos tapa rosca, 2ml/tubo; se colocan en posicion de pico de flauta,
luego se lo incuba a 37°C por 24-48 horas para control de calidad y se lo almacena en
refrigeracion a 8°C, la vialidad del medio 6 meses, (\Ver anexo 3).

7. Solucion de criopreservacion

Para preparar la solucion de criopreservacion se utiliz6 15% suero fetal bovino inactivado,

4% glicerol en 31% medio Schneider's Drosophila liquido se lo incuba a 37°C por 24-48 horas

para control de calidad y se almacena en un congelador - 20°C hasta su uso, (Ver anexo 4).

Por lo tanto, se utilizo el glicerol como crioprotector ya que no es un producto toxico para
los promastigotes, es decir no produce ninguna alteracion morfologica, funcional y es de facil

acceso para conseguirlo.
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5.5.2 Fase Analitica:
1. Criopreservacion de muestras de L. major

Se utilizé un cultivo de Leishmania de 3-4 dias en el medio NNN, se transfirio el cultivo a
tubos conicos y se agrega medio Schneider's Drosophila y se incuba los tubos a 25°C por 24-
48 horas; se centrifug6 los tubos 4000 rpm y se resuspende el sedimento en medio Schneider's
Drosophila puro, luego se realiza el recuento en la cdmara de neubauer; se coloca la solucion
en los criotubos y se completa hasta 1.5ml con medio Schneider's Drosophila se centrifuga a
4000 rpm y se resuspende el sedimento en la solucién de criopreservacion. La suspension de
los parasitos se los distribuye en alicuotas que van a criopreservarse a -20°C durante 1 hora 'y

luego a -86°C. Se criopreservaron 10 tubos, (Ver anexo 5).
2. Descongelamiento de las muestras criopreservadas

El descongelamiento de dos alicuotas se hizo en la primera, segunda, cuarta, séptima y
décima quinta semana; introduciendo las alicuotas en bafio maria a temperatura de 37°C
durante 5 minutos, luego se tom6 una muestra para confirmar la viabilidad celular, los casos
positivos se sembraron en tres tubos de medio NNN suplementado con Schneider's Drosophila
y se reviso el crecimiento al 3-4 dia. Total, de tubos sembrados 30, (Ver anexo 6).

3. Registro de datos, (Ver anexo 7).
5.5.3 Fase Post-Analitica:
1. Resultados de viabilidad después de la criopreservacion.

Interpretacion: Promastigotes vivos se consideran aquellos que presentaron una

movilidad activa con desplazamiento rapido, se los representd por cruces.
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2. Resultados de viabilidad en el medio NNN.
Interpretacion: Promastigotes vivos se consideran aquellos que presentaron una
movilidad activa con desplazamiento rapido, + (crecimiento positivo); no se observo

promastigotes, - (crecimiento negativo).
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6. Resultados

Viabilidad celular antes de la criopreservacion

La concentracion inicial de promastigotes fue de 1.445 x 10°/mL equivalente a ++++.

Tabla N° 1

Viabilidad de promastigotes de Leishmania major luego de la criopreservacion

Semanas/Dias Alicuotas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Semana 1 (7 dias) ++ ++
Semana 2 (14 dias) +++ +++
Semana 4 (28 dias) ++ ++
Semana 7 (49 dias) ++ 44+
Semana 15 (105 dias) 4 ++

Nota: +, 10-20 p/c (promastigotes vivos por campo); ++, 20-40 p/c; +++, 40-60 p/c; ++++, >60
p/c.

Nota: Promastigotes vivos se consideran aquellos que presentaron una movilidad activa con
desplazamiento réapido.

Elaborador por: Viviana Quevedo

Interpretacion

Se realizaron revisiones semanales de cada alicuota criopreservada para verificar la
viabilidad de los promastigotes. La viabilidad se representd por cruces de parasitos

activos/campo.

En la primera, segunda, cuarta, séptima y décima quinta semana se descongelaron dos
alicuotas por semana de los cuales se tomd una muestra y se observd al microscopio.

Observese que en la segunda semana la alicuota 3 y 4 el recuento es mayor. De los tubos con
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viabilidad se tomd una muestra y se sembro en tres tubos con medio NNN suplementado con

Schneider's Drosophila, los cuales se verifico el crecimiento al 3-4 dia.
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Tabla N° 2

Crecimiento en medio NNN de muestras criopreservadas

Alicuotas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

TiToTaTiToTa T ToTaTiToTa T ToTa Ty ToTa T ToTa Ty ToTs Ty To Tz T T2 Ts

++++++++++++++++++++++ 4+ 4+ +++ ++ 4

Nota: +, crecimiento positivo; - , crecimiento negativo.
Nota: Ty, tubo 1; Ty, tubo 2; Ts, tubo 3.
Elaborado por: Viviana Quevedo

Interpretacion

De cada alicuota se sembro tres tubos con medio NNN suplementado con Schneider's
Drosophila, se incubaron a 25°C y se revisaron al tercer dia para verificar el crecimiento de

promastigotes. Todos los 30 tubos presentaron crecimiento positivo(+).
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7. Discusion

Segun la OPS la Leishmaniasis es una enfermedad transmitida por vectores con una
variedad de especies de parasitos, reservorios y vectores implicados en su transmision, es
causada por el protozoo Leishmania, que se transmite por diversas especies de fleb6tomos. La
Leishmania es un parasito flagelado en el vector e intracelular obligado en el ser humano y
otros mamiferos; produce lesiones a niveles cutaneo, mucocutaneo y visceral, Uribarren
(2017). Para la OMS es una de las grandes endemias, y es considerada una de las
enfermedades infecciosas mas importantes, para la cual no existe un control adecuado. Su
prevalencia es de 12 millones de personas en todo el mundo, con otros 350 millones de
personas en riesgo de infeccién. En el Ecuador se han notificado 1668 casos de Leishmaniasis
en el afio 2017, siendo la region Costa que reporta el mayor nimero de casos (988), la
Amazonia con 421 casos, la region Sierra con 236 casos Y region Insular con 23 casos, Granda

(2018).

Cavus (2017) realiza la criopreservacion de promastigotes de varias especies de
Leishmania utilizando como crioprotector el DMSO, los congela a -86°C luego los transfiere a
nitrégeno liquido (-196°C) e informa que los parasitos se conservan viables sin alteraciones
morfoldgicas. En nuestro estudio realizamos la criopreservacion de promastigotes de L. major
utilizando como crioprotector el Glicerol, los congelamos a -86°C e indicamos que los
promastigotes si mantienen su viabilidad celular sin presentar alteraciones morfoldgicas y
funcionales. Sefialado esto podemos observar un punto de divergencia entre ambos estudios, el

cual radica en el almacenamiento y en la utilizacion de otro crioprotector.

En el estudio realizado por Martinez (2018) utilizan L. major, realizan la criopreservacion

a -80 °C comparando con nuestro estudio utilizan la misma especie y la misma técnica de
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criopreservacion, pero, sin embargo, hay una diferencia en el descongelamiento ya que lo
realizan diluyendo el contenido del vial congelado en medio RPMI 1640 modificado
suplementado con 10 o 20% de suero fetal bovino inactivado; mientras que nosotros
descongelamos en el mismo medio a 37°C durante 5 minutos; cabe recalcar que en ambos

estudios se mantiene la viabilidad celular.

Santo & Cupolillo (2010) informan que los promastigotes de L. major presentan una
excelente viabilidad y las tasas de congelacion que utilizan para mantener esta especie son:
0°C / -80°C / -196°C o -20°C / - 80°C / -196°C y en cuanto a las condiciones de
descongelamiento que utilizaron son: 25°C/5min, 37°C/3min, 40°C/3min; por lo tanto, en la
viabilidad celular tuvieron una disminucion de < 10% en el nimero de células viables. En
nuestro estudio realizamos la criopreservacion de promastigotes de L. major a -86°C y
descongelamos a 37°C durante 5 minutos e indicamos que los promastigotes si mantienen su
viabilidad celular sin presentar alteraciones morfoldgicas y funcionales. Sefialado esto
podemos observar una diferencia entre ambos estudios, el cual radica en el almacenamiento y

en descongelamiento.

Los estudios realizados por Martinez (2018), Cavus (2017) y Santo & Cupolillo (2010); al
igual que en nuestro estudio, coinciden en los resultados que si se mantienen la viabilidad
celular de los promastigotes; aunque cada autor utiliza una técnica de criopreservacion y

descongelamiento diferente.

Los resultados obtenidos en el presente proyecto de tesis corroboran con los estudios
antes mencionados; en donde los protocolos disefiados, son accesibles en las condiciones del
Laboratorio Fitoquimica y se los puede utilizar en laboratorios de investigacion que no

cuenten con nitrogeno liquido.
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En base a los resultados in vitro del proyecto de tesis realizado, si se puede criopreservar a
-86°C y descongelar a 37°C durante 5 minutos utilizando el glicerol como crioprotector en la
especie L. major; por lo tanto, este estudio servira como un aporte para las futuras

investigaciones en las diferentes especies en forma de promastigotes.
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8. Conclusiones

Se disefid y validd los protocolos de criopreservacion y descongelamiento.

La técnica utilizada para la criopreservacion de promastigotes de Leishmania permite
criopreservar la L. major en las condiciones del Laboratorio de Fitoquimica utilizando
los protocolos disefiados.

La técnica descongelamiento aplicada es funcional, porque si se observd viabilidad

celular luego de descongelar a 37°C durante 5 minutos.

Se realizd la difusion de los resultados obtenidos de la investigacién a los estudiantes y

docentes de la carrera de Laboratorio Clinico.
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9. Recomendaciones

Asi mismo y en base a las conclusiones antes propuestas se generan las siguientes

recomendaciones:

e Serecomienda aplicar los protocolos disefiados con otras especies de Leishmania.

e Al momento de sacar las muestras del congelador no mantener por mas de 4 minutos la

puerta abierta.

e Realizar futuras investigaciones en la criopreservacion de amastigotes de Leishmania.
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11. Anexos

Anexo 1.- Protocolo de utilizacion de la Camara de Seguridad Bioldgica.

P UNIVERSIDAD Codigo: LFQ-P-CSB
NACIONAL DE LOJA Protocolo de Revision: 0.2 | Edicion:0.2
Laboratorio de utilizacién de la _

. o ] . Fecha: 4 junio 2018
Fitoquimica Camara de Seguridad
Biologica

1.1. OBJETIVO

Utilizar correctamente la Camara de Seguridad Biol6gica(CSB).

1.2.ALCANCE

Docentes y estudiantes de la Carrera de Laboratorio Clinico de la Facultad de la Salud
Humana de la Universidad Nacional de Loja.

1.3.FUNDAMENTO

Las CSB son equipos que proporcionan una barrera de contencion para trabajar de forma
segura con agentes infecciosos. Son equipos que han sido disefiados para mantener un area
denominada zona de trabajo, libre de particulas o de probables contaminantes tales como
bacterias que pueden alterar el producto con el cual se trabaja, afectar la salud del trabajador o
al medio ambiente.

La proteccion se logra mediante la combinacion de elementos electromecanicos/electronicos y
procesos fisicos que impulsan el aire a través de unos filtros especiales que tienen una
eficiencia minima de retencion de particulas del 99.99%. dichos filtros se conocen
internacionalmente como filtros HEPA vy resultan adecuados para retener aerosoles que se
generan cuando realizan procedimientos con agentes bildégicos como agitacion, centrifugacion

0 mezcla.
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1.4. PROCEDIMIENTO

a)

b)

d)

f)
9)
h)

)

Desinfectar las superficies de trabajo y las paredes internas deben limpiarse con un
pafio empapado en un desinfectante que elimine los microorganismos que pudiera
haber.

Encender la luz ultravioleta durante 30 minutos.

Antes de comenzar el trabajo poner en marcha la CSB durante unos 5 minutos, con el
objetivo de obtener un flujo de aire estable.

Colocar el material necesario dentro de la cabina, para evitar la entrada y salida
continua de material.

Antes de sacar o introducir el material, se debe descontaminar el envase.

Trabajar a unos 10 cm del borde de la CSB hacia el interior.

No se debe obstruir las rejas de aire posteriores o frontales con materiales.

Evitar las corrientes de aire procedentes de puertas, ventanas, aires acondicionados,
movimiento de personas, etc., porque pueden alterar el flujo vertical. Al mover los
brazos y manos en el interior de la cabina, hacerlo lentamente.

Al final del dia de trabajo, la descontaminacion final de las superficies debe incluir la
limpieza de la superficie de trabajo, los laterales, la cara posterior y el interior de la
ventana de cristal. Para los organismos sensibles se utilizard una solucion de lejia o
alcohol al 70%.

Antes de apagarla habra que dejarla funcionando durante 5 minutos para purgar la

atmaosfera interior.
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1.5 REFERENCIAS
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Anexo 2.- Preparacion del medio de cultivo Schneider's Drosophila

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
LOJA

Laboratorio de

Fitoquimica

Protocolo para la
preparacion de medio
de cultivo Schneider's

Drosophila

Cddigo: LFQ-P-SD

Revision: 0.2 Edicion:0.2

Fecha: 4 junio 2018

2.1.0BJETIVO

Preparar adecuadamente el medio de cultivo Schneider's Drosophila.

2.2.ALCANCE

Docentes y estudiantes de la Carrera de Laboratorio Clinico de la Facultad de la Salud

Humana de la Universidad Nacional de Loja.

2.3. FUNDAMENTO

El Drosophila Medium de Schneider fue disefiado originalmente para el crecimiento de células

S2 de la mosca de la fruta, Drosophila melanogaser. Es un medio Monofésico (liquido)

empleado en el cultivo de leishmania, habitualmente suplementado con Suero Fetal Bovino

inactivado (SFB). EI SFB se trata de un complemento que contiene portadores o quelantes de

nutrientes labiles o insolubles en agua, hormonas y factores de crecimiento, inhibidores de

proteasas, se une y neutraliza sustancias toxicas.

2.4. MATERIALES Y REACTIVOS

e Equipo de proteccion personal

e 10 ml de Suero fetal bovino



http://www.labome.es/method/Fetal-Bovine-Serum.html

1 ml de solucion de gentamicina 10mg/mL
1 ml de orina esteéril de adulto

40 ml Medio Schneider' Drosophila liquido
Cabina de seguridad biolégica

Incubadora

Probeta de 50 mL estéril

Vaso de precipitacion 50 mL estéril

Filtro 0.22um estéril para jeringuilla
Jeringuilla de 60 mL estéril

Jeringuilla de 1 mL estéril

Diez tubos conicos estériles 16 x 160 mm tapa rosca
Mechero

Gradilla

2.5. PROCEDIMIENTO

a) Preparar el lugar de trabajo para la preparacion del medio de cultivo:

e Sanitizar la cabina de seguridad bioldgica segun el Anexo 1.

e Preparar los materiales y los reactivos.

b) Afiadir en una probeta los siguientes reactivos:

e 10 mL de Suero Fetal Bovino inactivado por 30 minutos a 56°C en bafio maria

1 mL de solucién de gentamicina 10 mg/mL

1 mL de orina estéril de adulto

e 38 mL de medio Schneider's Drosophila

c) Esterilizar por filtracion el medio preparado y dispensar en tubos esteriles.
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d) Incubar a 37°C por 24-48horas.
e) Almacenar en refrigeracion a 8°C.

2.6. REFERENCIAS

Montealegre, I. A. (2016). Importancia de los medios de cultivo en el diagnostico de
Leishmaniasis. Revista Médica Experimental. Obtenido de
https://www.researchgate.net/publication/316650873_Importancia_de_los_medios_de

cultivo_en_el_diagnostico_de_leishmaniasis

Neves, B. (2014). Prepara e suplementacdo de meio de cultura fase liquida: schneider.

Obtenido de Instituto Oswaldo Cruz.

Thermo Fisher Scientific. (s.f.). Schneider's Drosophila Medium. Obtenido de

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/21720001

ACTUALIZADO POR: REVISADO Y APROBADO :

Viviana del Carmen Quevedo Ordofiez Dr. Luis Morocho Yaguana
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Anexo 3.- Preparacion Del Medio De Cultivo Novy, Nicolle y McNeal (NNN).
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_ UNIVERSIDAD
% NACIONAL DE
LOJA
Laboratorio

de Fitoquimica

Protocolo para la
preparacion de medio
de cultivo NNN

Cdodigo: LFQ-P-M3N

Revision: 0.2 | Edicion:0.2

Fecha: 4 junio 2018

3.1.0BJETIVO

Preparar adecuadamente el medio de cultivo NNN.

3.2.ALCANCE

Docentes y estudiantes de la Carrera de Laboratorio Clinico de la Facultad de la Salud

Humana de la Universidad Nacional de Loja.

3.3. FUNDAMENTO

NNN Medium fue desarrollado por Novy, McNeal y modificado por Nicolle. Este medio

consiste en unagar sangrey un medio de recubrimiento que contiene solucién salina,

Drosophila Schneider y sangre de conejo desfibrinada e inactivada a 56°C por 30 minutos en

bafio maria. La base de agar de sangre es un medio altamente nutritivo que apoya el

crecimiento de organismos exigentes como Leishmania y Tripanosoma.

Las muestras se inoculan en la fase liquida del medio bifasico y se incuban. Los amastigotes

se transforman en promastigotes en aproximadamente 24 horas.

3.4.MATERIALES Y REACTIVOS

e Equipo de proteccion personal

e 15 mL sangre de conejo desfibrinada e inactivada a 56°C por 30 minutos

e Agar BHI(Brain-Heart-Infution)

e Solucion de Gentamicina 10mg/mL


https://microbeonline.com/blood-agar-composition-preparation-uses-and-types-of-hemolysis/
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Lampara de alcohol

Tubos plésticos conicos con tapa rosca (estériles)
Matraz de 250 mL estéril

Agua destilada

Pipeta seroldgica de 10 mL estéril
Pipetas pasteur estériles
Autoclave

Cémara de bioseguridad
Incubadora

Balanza analitica

Bafio Maria

Gradilla

3.5. PROCEDIMIENTO

Preparar el lugar de trabajo para la preparacion del medio de cultivo:

e Sanitizar la cabina de seguridad bioldgica segun anexo 1.

e Preparar los materiales y los reactivos.
Pesar 5,29 de agar infusion cerebro — corazon.
Disolver el agar pesado en 84 ml de agua destilada y calentar hasta que hierva, se sella
y se autoclava por 15 minutos a 121°C.
Dejar enfriar hasta que se encuentre a ~50°C, agregar 15 ml de sangre de conejo, la
cual se la desfibrina en un matraz con perlas de vidrio y se inactiva (56°C por 30
minutos).

Agregar 1 mL de solucién de Gentamicina 10mg/mL.
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e Mezclar y dispensar en los tubos a medida de 2 mL.

e Dejar enfriar los medios para que se solidifiquen inclinados (pico de flauta).

e Una vez solidificado el medio dejarlo en refrigeracion durante 10 a 15 minutos y luego
incubar a 37°C por 24-48 horas para control de calidad.

e Almacenar en refrigeracion y el medio es Gtil por 6 meses.

3.6. REFERENCIAS

Acharya, T. (2016). NNN medium: Composition, Procedure and Results. Obtenido de Microbe

Online: https://microbeonline.com/nnn-medium-composition-procedure-and-results/

Neves, B. (2014). Preparo de meio de cultura fase s6lida NNN. Obtenido de Instituto Oswaldo

Cruz.

ACTUALIZADO POR: REVISADO Y APROBADO :

Viviana del Carmen Quevedo Ordoéfiez Dr. Luis Morocho Yaguana




ANexo 4.- Preparacion de la Solucién de Criopreservacion
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Protocolo para la

Cddigo: LFQ-P-SC

UNIVERSIDAD preparacion de la Revision: 0.2 | Edicion:0.2
NACIONAL DE Solucion de Fecha: 4 junio 2018
LOJA Criopreservacion
Laboratorio de
Fitoquimica
4.1. OBJETIVO

Preparar la solucién de criopreservacion.

4.2. ALCANCE

Docentes y estudiantes de la Carrera de Laboratorio Clinico de la Facultad de la Salud

Humana de la Universidad Nacional de Loja.

4.3.FUNDAMENTO

La crioconservacion es el uso de temperaturas muy bajas para preservar células y tejidos vivos
estructuralmente intactos durante un largo periodo de tiempo. La solucion de criopreservacion
contiene suero fetal bovino que esel unico medio universal aplicable para el cultivo y
proliferacion in vitro y en la produccion biologica de células animales; el glicerol es un
crioprotector permeable que tiene funcion desplazar o extraer el agua del citoplasma y asi
evitar que durante la congelacion se formen cristales de hielo en el interior de la célula y el

medio Drosophila Schneider liquido es un medio monofasico (liquido) empleado en el cultivo

de leishmania.




4.4. MATERIALES Y REACTIVOS

Equipo de proteccion personal

15 mL de Suero fetal bovino inactivado a 56°C por 30 minutos
4 mL de Glicerol

31 mL medio Drosophila Schneider's liquido
Cabina de seguridad bioldgica

Incubadora

Congelador a -20°C

Probeta de 50 mL estéril

Vaso de precipitacion de 50 mL estéril

Filtro 0.22um estéril para jeringuilla
Jeringuilla de 60 mL estéril

Jeringuilla de 1 mL estéril

Erlenmeyer de 100 mL estéril

4.5. PROCEDIMIENTO

1) Preparar el lugar de trabajo para la preparacion de la solucién de criopreservacion:

e Sanitizar la cabina de seguridad bioldgica segun anexo 1.

e Preparar los materiales y los reactivos.

2) Afiadir en una probeta estéril los siguientes reactivos:

e 15 mL de Suero Fetal Bovino inactivado
e 4 mL de glicerol estéril

e 31 mL de medio Schneider

3) Homogenizar la solucion y esterilizar por filtracion.
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4) Tomar una alicuota de esta solucion para el control de calidad y dejar a 37°C por 24-
48°C.

5) Colocar el volumen total preparado de la solucion en un erlenmeyer y almacenar en
congelador - 20°C hasta su uso.

4.6. REFERENCIAS
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Anexo 5.- Protocolo de Criopreservacion de muestras de Leishmania.

UNIVERSIDAD Cddigo: LFQ-P-CM
NACIONAL DE Protocolo para la Revision: 0.2 | Edicion:0.2
LOJA Criopreservacion de

Fecha: 4 junio 2018

Laboratorio de muestras de
Fitoquimica Leishmania
5.1. OBJETIVO

Establecer los procedimientos para la estandarizacion del método de criopreservacion de
Leishmania sp.
5.2. ALCANCE
Docentes y estudiantes de la Carrera de Laboratorio Clinico de la Facultad de la Salud
Humana de la Universidad Nacional de Loja.
5.3. FUNDAMENTO
La crioconservacion es el uso de temperaturas muy bajas para preservar células y tejidos vivos
estructuralmente intactos durante un largo periodo de tiempo. Los Agentes
Crioprotectores(ACP), reducen la lesion por congelacion del proceso de crioconservacion. Los
ACP deben ser bioldgicamente aceptables, ser capaces de penetrar en las células y tener una
toxicidad baja. La criopreservacion de los promastigotes se llevo a cabo a -20°C durante una
hora y luego se mantienen a -86°C.
54. MATERIALES Y REACTIVOS

e Equipo de proteccion personal

e 50 mL de Medio de cultivo Schneider's Drosophila.

e 50 mL de Solucidn de criopreservacion

e Autoclave
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e Congelador

e Centrifuga

e Cabina de seguridad bioldgica

e Microscopio 6ptico

e Pipeta automatica estéril de volumen variable 10-100pl.

e Pipeta serologica graduada 10 mL

e Cémara de Neubauer

e Diez criotubos de 1,5 mL estériles

e Cien puntas desechables estériles

e Diez tubos cénicos estériles 16x16mm tapa rosca

e Mechero

e Gradilla

5.5. PROCEDIMIENTO
Primera etapa.

a) Observar al microscopio Optico una alicuota del cultivo en el medio NNN
mantenido en una fase exponencial de crecimiento (3 dias), para verificar la
viabilidad de los parasitos y la ausencia de agentes contaminantes.

b) Transferir ImL del tubo de la muestra a ser crio preservada en los tubos conicos
utilizando pipetas graduadas desechables estériles.

c) Afadir el medio de cultivo Schneider en los tubos cénicos en la proporcion de
1:10.

d) Incubar los tubos conicos a 25°C por 24-48 h para el crecimiento de los parasitos.
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e) Colocar una gota de la muestra en la camara de neubauer para verificar la
viabilidad celular.

f) Centrifugar los tubos a 4000 rpm durante 10 min a 4°C.

g) Descartar el sobrenadante y re suspender el sedimento en 1 ml de medio Schneider
puro.

h) Preparar una dilucion de 1/100.

i) Colocar 10ul de la solucion final diluida en cdmara de Neubauer para realizar el
recuento de los paréasitos.

j) Después del conteo, calcular la cantidad de parasitos obtenidos a partir de la
dilucién realizada. Se debe tener en cuenta el factor de correccién de 10* de la
camara de Neubauer.

k) Colocar 100ul de la muestra en los criotubos y completar hasta 1.5 ml con el medio
Schneider's Drosophila y centrifugar a 4000 rpm, 10 min a 4°C.

I) Descartar el sobrenadante y resuspender el sedimento en la solucion de
criopreservacion

m) Homogenizar suavemente el contenido e iniciar inmediatamente el proceso de
congelacién.

Segunda etapa.
a) Los tubos que contienen las muestras a ser criopreservadas deben colocarse por 1h a la
temperatura de -20°C.

b) Después de ese periodo, las muestras se mantendran -86°C.
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Anexo 6.- Protocolo de descongelamiento de las muestras de Leishmania.

UNIVERSIDAD Cddigo: LFQ-P-DM
NACIONAL DE Protocolo de Revision: 0.2 | Edicion:0.2
LOJA descongelamiento de

Fecha: 4 junio 2018

Laboratorio de las muestras de
Fitoquimica Leishmania
6.1. OBJETIVO

Establecer los procedimientos para la estandarizacion del método de manual de
descongelacion Leishmania sp.
6.2. ALCANCE
Docentes y estudiantes de la Carrera de Laboratorio Clinico de la Facultad de la Salud
Humana de la Universidad Nacional de Loja.
6.3. FUNDAMENTO
Las velocidades de enfriamiento y descongelamiento pueden afectar en gran medida las
reacciones fisicoquimicas y biofisicas, lo que altera la tasa de supervivencia.
El descongelamiento de los promastigotes de leishmania se lo lleva a cabo sumergiendo los
tubos en el bafio maria a 37°C durante 5 minutos, para verificar la viabilidad. Todos los tubos
resultaron viables, por lo tanto, se procedié a sembrar una muestra en el medio NNN
suplementado con Schneider's Drosophila y se los reviso al tercer dia para ver si habia
crecimiento.
6.4 MATERIALES Y REACTIVOS

e Equipo de proteccion personal

e 20 ml de Medio de cultivo Schneider's Drosophila

e Medio NNN
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e Congelador

e Cabina de seguridad bioldgica

e Microscopio éptico

e Diez pipetas pasteur estériles

e Diez portaobjetos

e Diez cubreobjetos

e Diez criotubos de 1,5 mL estériles
e Mechero

e Gradilla

e Bafio maria

6.5 PROCEDIMIENTO

a)
b)

d)

f)

9)

Verificar la ubicacién de las muestras en el congelador.

Retirar la muestra y sumergirla parcialmente en bafio maria a temperatura de 37°C,
durante 5 minutos.

Colocar los tubos que contengan las muestras descongeladas en la cabina de seguridad
bioldgica.

Retirar con una pipeta Pasteur una gota del contenido y colocar en un portaobjetos para
verificar la viabilidad celular.

De los tubos positivos transferir una alicuota a un tubo que contiene medio NNN
suplementado con Schneider's Drosophila.

Incubar los tubos con las muestras a 25°C.

Revisar los tubos al 3er dia para verificar el crecimiento de los promastigotes; en caso

de que no presente viabilidad celular en no més de 30 dias, esta debe descartarse.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Anexo 8.- Planificacién de la difusién de los resultados

Planificacion de la difusion de los resultados

Oficio dirigido a la Gestora de la Carrera de Laboratorio Clinico para solicitar permiso a
los estudiantes y docentes para la realizar la difusion de los resultados

Lugar: Aula Magna Dr. Edmundo Granda U. de la Facultad de la Salud Humana
Fecha: 21 de Febrero del 2019 Hora: 16H00

Tema: Implementacion de una técnica de Criopreservacion de promastigotes de
Leishmania

Diapositivas:
IMPLEMENTACION DE UNA TECNICA DE Introduccion
CRIOPRESERVACION DE PROMASTIGOTES DE + La leishmaniasis es una enfermedad producida por distintas especies de parésitos protozoarios del
LEISI‘D[ANIA género Leishmania, transmitida por insectos dipteros de los géneros Phlebotomus en el Viejo Mundo y
Lutzomyia en el Nuevo Mundo.

% Parala OMS es una de las grandes endemias y su prevalencia es de 12 millones de personas en todo
. . . mundo. -
* EnEcuador, se han identificado nueve especies como agentes causantes de Leishmaniasis cuténea
Tesista: Director: ‘humana (CL) y Leishmaniasis mucocuténea (MCL), L. mexicana, L. amazonensis, L. major-like, L
guvanensis, L. panamensis, L. braziliensis, L. naif;, L. lainsoni, L. shawi.

rfa. Vivi Y rdoile: : Luis aguana, Mg. Sc. y S T Py s
S Vivkana Guievero Oridoe Dr: L Morocho Yagain, M, Sc * El cultivo de la leishmania permite ] aislamiento del parésito y facilita su defeccion.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Anexo 9.- Difusién de los resultados

Descripcion: Socializacion de resultados en el Aula Magna Dr. Edmundo
Granda U. de la Facultad de la Salud Humana, el 21 de febrero del 2019.
Asisten estudiantes y Docentes de la Carrera de Laboratorio Clinico
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TEMA: Difusién de resultados de Implementacién de una técnica de criopreservacion de
Leishmania

FECHA: 21 de febrero del 2019
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NOMBRES Y APELLIDOS | CICLO CEDULA FIRMA
dowde Teive |1 110340259 G

Moxio. &\ Cine Lg,maﬁq LOPHE62

Lu2a Cel? CanRs. YoYU 18 4
M&_&Lﬁ%q R am 1Beou P63 3

D.a/v\m W\Ml‘a,mﬁ@mawt L 1020620

Gl fovpigose ZSO*J (02055 Uy




Anexo 10.- Certificacion de traduccién del resumen

Certificacion de traduccion

Dr. Luis Alberto Morocho Yaguana

Docente de la Carrera de laboratorio Clinico de la Universidad Nacional de Loja

CERTIFICA:

Haber traducido al inglés del resumen de la Tesis, titulada “Implementacion de una
técnica de criopreservacion de promastigotes de Leishmania”, de autoria de la Srta.
Viviana del Carmen Quevedo Ordoéiiez, ¢l cual es correcto y hace referencia al

contenido del citado trabajo.

Loja, 20 de marzo de 2019

Dr. Lui§ ber%cho Yaguana

Docente de Ia Carrera de laboratorio Clinico
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Apéndice: Evidencias fotogréaficas

Drecripcion: Criopreservacion de Drecripcion: Observacion de
promastigotes. Promastigotes de L. major

Drecripcion: Promastigotes de L. Drecripcion: Siembra en medio NNN
major de muestras descongeladas



