XXVI CA-009

' Orden de Péster
| | Reunion de Comunicaciones
UNIVERSIDAD

NACIONAL Cientificas y Tecnoldgicas de la UNNE
DEL NORDESTE e Liencie oNic

DESHIDRATACION Y RECONSTITUCION DE ERITROCITOS PARASITADOS CON
Babesia spp. PARA SU USO COMO INMUNOPROFILACTICO

Area del Conocimiento: Agropecuaria Facultad: Ciencias Veterinarias

Becario: SOLIS, Joseé Alberto E-mail: joseso'isk@gmaiLcom
Directora: LOZINA, Laura

Objetivo

El objetivo del presente trabajo consistio en comparar, por diferentes técnicas microscopicas, la morfologia de eritrocitos parasitados con B. bovis y
B. bigemina, deshidratados por spray-dryngy liofilizacion para la elaboracion de una vacuna para la profilaxis de la tristeza bovina.

Materiales y Métodos

Se iniciaron cultivos in vitro a partir de
eritrocitos parasitados con Babesia bovis
R1A y Babesia bigemina S1A, cepas
vacunales, criopreservadas. Mediante
centrifugacion, se descartdé el sobrenadante
(SN), y el paquete globular (PG) fue
fraccionado. Diferentes alicuotas fueron
mezcladas en partes iguales con soluciones
criopreservadoras: Dimetilsulféxido (DMSO),
Polivinilpirrolidona  (PVP),  Glicerol vy
Dextrosa, respectivamente. Las
suspensiones  asi  obtenidas  fueron
sometidas al proceso de deshidratacion por
liofilizacion. Por otro lado, otra fraccion del
PG, fue deshidratado por spray-drying, sin la
utilizacion de adyuvantes de secado.
Mediante ambos procesos, se obtuvo un
polvo fino y uniforme. Posteriormente, dicho
material fue rehidratado con solucién buffer
fosfato (PBP) (Fig. A y B), solucién Vega y
Martinez (VYM), agua destilada, solucion de
sacarosa 0,25 (Fig. Cy D), 050 y 1 My
solucion fisiolégica (Fig. E y F). Los GR asi
reconstituidos, fueron evaluados respecto a
morfologia e integridad de membrana
mediante microscopia optica (MO) por
extendidos tenidos con Giemsa vy
microscopia de barrido electrénico (MEB).

Imagenes de eritrocitos obtenidas con microscopio electrénico de barrido.

A. Eritrocitos parasitados con B. bovis, liofilizados y reconstituidos con buffer fosfato. B. Eritrocitos parasitados
con B. bigemina, deshidratados por aspersion y reconstituidos con buffer fosfato. C. Eritrocitos parasitados con
B. bovis, liofilizados y reconstituidos con solucion de sacarosa 0,25 M. D. Eritrocitos parasitados con B.
bigemina, deshidratados por aspersion y reconstituidos con solucion de sacarosa 0,25 M. E. Eritrocitos
parasitados con B. bovis, liofilizados y reconstituidos con solucion fisiolégica. F. Eritrocitos parasitados con B.
bigemina, deshidratados por aspersién y reconstituidos con solucion fisiologica. La flecha indica GR
deshidratado y reconstituido. Observado en 5000X.

Resultados y Discusién

En las condiciones de trabajo, el crioprotector mas adecuado para el proceso de liofilizacion fue la PVP, que permitiéo una correcta deshidratacion del
material, no logrando resultados favorables al usar glicerol, DMSO y dextrosa. La reconstitucion del PG liofilizado dejé en evidencia que la solucion
de sacarosa 0,25 M y el PBS presentaron un alto porcentaje de recuperacion relativa, determinado por MO, logrando observar hasta un 50% de
eritrocitos liofilizados con morfologia conservada al utilizar el primero, bajando dicha tasa de recuperacion a 30% con PBS. Por su parte, los demas
reconstituyentes no lograron proveer un medio adecuado para la rehidratacion del PG. Mediante la técnica de spray-drying se logro una adecuada
deshidratacion de las distintas suspensiones, sin embargo, no se logré un porcentaje de recuperacion celular considerable con ninguna de las
soluciones de rehidratantes. Por otro lado, la observacion del reconstituido utilizando MEB evidencio eritrocitos aislados con una morfologia
relativamente conservada al usar PBS como disolvente, siendo en segundo lugar la solucion de sacarosa 0,25 M y posteriormente la solucion salina
los mejores reconstituyentes para ambos deshidratados. El tamafo de los eritrocitos oscilo entre 3 a 5 micras, pudiéndose apreciar una reduccion
entre el 20 a 50% de su tamano normal. Estos resultados, alientan a |la continuar con la puesta a punto de las técnicas de conservacion propuestas,
ya que, si los GR son capaces de mantener su morfologia, un comportamiento similar podria esperarse para los hemoparasitos.
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