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1 ~ T R O D U e e ION 

Un gran nGmero de experimentos e investigaciones se han 

realizado tanto"¿li u"¿vo como,[y¡ vi:t1LO en las célidas y teJi­

.dos de muchas especies; s1n embargo, los estudios en el hom­

bre han sido obstaculizados por la dificultad de obtener te­

jidos y células para realizar ensayos. Los adipocitos y las 

cél u1 assangu'ineas. forman parte de tejidos humanos cuya ao,­

quisi~i6n es relativamente flci1 y con los cuales es facti~ 

ble realiz;ar estudios directos e'n células humanas. 

Junto con los eritrocitos y las plaquetas. los 1eucoci~' 

tos constituyen los elementos sanguíneos figurados. Los le}!: 

cocitos ~ueden ser considerados como un solo organo sumamen 

te disp~rso. constituido por tres tipos celulares principa­

les. los granulocitos o polimorfonucleares. los linfocitos 

y los fagoc; tos mononucl aares. cuya función común es 1 a 

defensa del organismo contra agentes invasores. y que esta~ 

relacionados por sus orfgenes emb~10narios. Debido a sus 

racter'~ticas especiales y a la facilidad con que se puede 

tri ar con ellos. los leucocitos han sido utilizados com6 

una herramienta experimental en una gran variedad de Ireas 

de investigaci6n¡ diversos aspectos han sido sometidos a e~ 

tuai • brindando una extensa información en diferentes y 

muy variadas especialidades. 

Entre las mGltfples caracter1sticas y propiedades de los 

leucocitos. estl la presencia de adrenoceptores beta. que ha 



sido extensamente demostrada tanto en linfocitos como en p~ 

,1imorfonueleares. El hallazgo de este tipo de receptores adr~ 

n~rgicos en los leucocitos. abrió un vasto campo para inves­

tigaci 50. 

Dentro del Irea de investigación elfníc!. la presencia de 

adrenoceptores beta en leucocitos es de especial importancia. 

Se han descrito una gran variedad de situaciones cIroicas ca 

mo alteraciones patológicas, condiciones fisiológicas e in­

fluencias farmacológicas, en las cuales los adrenoceptores 

pueden estan modificados. Se acepta que el estado de los adr~ 

noceptores beta de los leucocitos, puede ser considerado c~ 

mo un 'ndice del estado o modificaciones de los adrenocepto­

res beta de las células de tejidos y órganos internos diff­

c11mente accesibles para realizar estudios de rutina. El es­

tudio del estado de los receptores y lo~ fen6menos de enlace 

con sus ligandos. se realiza mediante ensayos de uni6n con 

gandos radiactivos. 

Existen antecedentes de os en los que se ha utiliz! 

do en los ensayos la unión de un agonista radiactivo. como 

una herramienta para estudiar a los receptores de la insulina 

asf como a los receptores de otras bormonas. Varias invest! 

gaeianas han brindado ~ucha información sobre los mecanismos 

de la acctón hormonal. y tambi!n sobre la relación entre los 

desórdenes clínicos y 1 s alteraciones en los receptores hOL 

mona es. 

En numerosas publicaciones se plantea que los estudios de 

unión con adrenoceptores beta en leucocitos, pueden ser emple~ 

s como modelos para entender los mecanismos y alteraciones 
i i 



patológicas reguladas por adrenoceptores bata. 51n embargo p~ 

ra poder realizar estos trabajos, es necesario disponer de un 

m~todD de aislamientó que separe eficientemente a lL pOblaci6n 

celular deseada de las s células sanguíneas. causando el 

mlnimo posible de alteraciones y perturbaciones celulares. 

La importancia de este método de aislamient~ salta a la 

vista, puesto que puede contribuir en numerosas y mOltiples 

áreas de investigación clfnica y b&sica. siempre y cuando sea 

suficientemente confiable para pOder ser utilizado como una 

herramienta, pa re diferenciar situaciones normales de alt~ra­

ciones pato16gicas. teniendo la segurfdad de que no se trata 

de un artefacto. 

La revisión de los trab os publicados recientemente con 

temas referentes a leucocitos, tanto en humanos como en otras. 

especies animales, indica que los métodos empleados para sep! 

rar a las distintas poblaciones celulares sanguíneas son, en 

general. aplicaciones o ificaciones del método clásico de 

separaci6n de leucocitos a partir de sangre total, publicado 

por Arné B8yum en 1968. 

Con la técnica reportada por B8yum. se logra separar 

a los distintos tipos de leucocitos,con base en sus distintas 

velocidades de sedimentaci6n. así como por los diferentes gr! 

dientes de densidad derivados del uso de macromoléculas como 

~IFicol1-paque y el Dextrin T 500. 

ti; 



E la mayor'a de los trabajos publicados sobre adrenocep­

tores beta de leucocitos polimorfonucleares Se utiliza el mé­

todo de Bayum como método de aislamiento. Sin embargo, ~ese a 

4ue con este método se obtienen células con un alto porcenta­

jede viabilidad y poblaciones celulares homos'neas, este ml­

tado no satisface plenamente los requerimientos para realizar 

estudios de uniOn de agonistas radioactivos, ya que para c~da 

ensayo se necesitan paquetes celulares de 9 mg, constituidos 

po·r poblaciones celulares sumamente homogéneas en óptimas con. 

diciones de viabilidad; y los paqu~tescelulares de leucoci­

tos pol1morfonucleares obtenidos mediante .1 método de B8yum 

tienen una elevada contaminación de eritrocitos. Aunado a ee!. 

, para obtener paquetes celulares de 9 mg de costo aproxim~ 

do por ensayo es de $31,400.00 (MM) pues el Ficol~paque y el 

Dextrán T 500 son reactivos muy costosos y de diffcil adquis! 

ción en nuestro pafs. 

El presente trabajo. surgió a partir da un proyecto d~ In. 

vestigación del Departamento de Endocrinologia del Instituto 

Nacional de Cardtologfa de la Ciudad de Mlxico. en el cual se 

planteó un estudio global acerca de la hipertensión arterial 

esencia1. uno de cuyos Objetivos era,1I determinaci6n de la 

• densidad y constante de afinidad de los adre~oceptores beta 

los leucocitos polirnorfonucleares, en personas con hiperten. 

s16narterial esencial. 

Para poder realizar dicho proyecto, hubo de desarrollar un 

. mAtado alternativo al de SSyum para aislar a los leucocitos 

,pol1morfonucleares. que fuese Significativamente mis econ6-

micO que dicho método, que permitiese obtener un rendimiento 



c~lular por mililitro de sangre equipara e ~ mayor, que man-

tuviera el la viabilidad celul.ar y que garantizará .. unal 

to grado de pureza en la poblaci5n celular aislada. 

En consecuencia, en el presente trabajb se hace una de~­

cripci5n detallada de las bases de operac15R de las tAcnicas 

gravimltri~as y de centrifugaci6~ y de c5mo se implement6 el 

método alternativo de aislamiento de leucocitos polimorfonu­

cl,ares, par medio de centrifugaciones y el uso de la solu-

ción de cloruro de amonio. 

Esta implementac18n del m!todo del cloruro de amonio 0.83% 

. se desarrol'~ en tres ~tapas. En la primera etapa se realiza­

ronvarioSen~ayos con. la técnica descrita por B8yum. En la 

segunda etápa se )ogró prescindir del Ficoll-paquepara sepa­

rar a los distintos tipos de leucocitos, más no del Dextrán T 

500. Finalmente en la ter¿era a se implement6 un mAtado 

de amiento de. leucocitos polimorfonucleares por medio de 

centrifu94tiones dIferenciales y ~l uso de la ~oluci6n de cl~ 

ru~o de amonto O. 

La morfolog'a. la viabilidad. el rendimiento y el n6mero 

celu1ar son puntos centrales para 

lamiento. 

luar un mEtodo deais-

Para evaluar los parámetros mencionados. en cada una de 

las etapas se .real1zaron ensayos con los siguientes mEtodos: 

1.- MAtado· de exclus16n del colorante azul de tripana. 

v 



2.- Conteos celulares diferenciales. 

3.- Determfnaci6n deproteinas mediante el mfitodo de 

lowry ~ 

4.- Análisis de morfolog{a mediante el estudio de fot~ 

mi crogra nas. 

Se presentan tabl as comparativas de los resul tados obtg 

n1do~ con el m(todo del Cloruro de Amonio 0.83% ~ los obt~ 
11 

nidos con el Mltodo tradicional de Boyum. en cuanto a reridl 

miento celular, pureza de la preparación final. vfa~ilidad 

. celul~r. CDsto por ensayos y facilida~ de obtenci6n. 

vi 



ANTECEDENTES Y GENERALI DADES 

1.- Propiedades de los leucocitos: 

los leucocitos o glóbulos blancos, son corpúsculos inc~ 

loros cuyo número por milímetro cúbico es decir, por micro-

litro de sangre. e~ el adulto normal es de 5,000 a 10.000 

(Junqueira y Carneiro, 1973; eline, 1975). 

los leucocitos son cilulas efectoras del sistema inmun~ 

lógico, que se clasifican según su estructura, afinidad res 

pecto de los diversos colorantes y forma del ~ficleo, en dbs 

categor'as principales: los agranulocitos' o mononucleares y 

los granulocitos o poltmorfonucleares~ 

mononuc 1 eaTes : 

linfodto 

eos inófil o 

rnonocito 

neutrófi 1 os 

basófil o 
l' I 

12 \.1m 

Fig. 1 Los cinco tipos de leucocitos de la sangre humana 

La primera categor'a estl constituida por los agrinulo­

citos, cuyo núcleo tiene una forma ~egular y el citoplasma 

-

1 



no presenta granulaciones especificas, pudiendO. sin emba~ 

go. exhibir grlnulos inespecfficos, presentes tambiin en 

otros tipos celulares. Hay dos tipos de agranulocitos, los 

linfocitos y los monocitos. 

La segunda categoría de leucocitos la constituyen los gr-ª.. 

nulocitos polimorfonucleares, estas cilulas tienen nGcleos 

lobulados y muestran abundantes gránulos específicos en el 

citoplasma. De acuerdo con la afinidad tintórea de los grá­

nulos citopJasmáticos, se distinguen tres tipos de leucoci­

tos polimorfonucleares: neutrófilos, eosinófilos y basófi­

los. El grinulo citoplasmitico es especfficocu~ndo tiene 

caracterfsticas piopiag como dimensiones, forma, afinidad 

tintórea, ultraestructura, y está presente de modo const.ante 

en un determinado tipo de leucocitos y sus precursores. 

~os porcentajes de lo~ diferentes tipos de leucocitos 

en la sangre humana normal son los siguientes: 

2 

TIPO DE LEUCOCITO PORCENTAJE DELNU~lERO 
TOTAL DE LEUCOCITOS. 

Cél ul as _ polimorfonu­
cleares: 

Células-Mononucleares: 

Neutrófilos 55 a 65 % 
Eosinofilos 2 a 3 % 
Basófilos cer¡;a de 0.5 % 

Linfoéitos 25 a 35 % 

Monocítos 3 a 10 % 

(Junqueira, y Carneiro, 1973) 
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La densidad de los distintos tipos de leucocitos no se ha 

determinado exactamente. pues el tama~o celular y por 10 taR 

to la densidad, no son cantidades bien definidas, pues depeR 

den de la. composición del medio en que están suspendidas las 

cªlulas (a8yum. 1968). Sin embargo. se sabe que la densidad 

de los leucocitos es menor que la de los eritrocitos. se es-

tima que probablemente sea de 1.08 gm/ml. mientras que la de 

los eritrocitos~ pese a su peque~o tama~o (su diámetro es 

de 7. 2\lm y el espesor es de 2.1\lm) (Junqueira y Carneiro, 

19731 es de 1.093 gm/ml, aunque hay eritrocitos que presen­

tan desviaciones considerables con respecto a este valor pro 
11 

medio (Boyum, 1968) 

Leucocitos granulocitos o polimorfonucleares: 

Neutrofilos. 

Su di'metr~ promedio es cerca de 12 micras. Su citoplasma 

contiene numerosas ¡ranulaciones de 0.3 a 0.8 micras identi­

ficadas como lisosomas. que contienen numerosas enzimas hi-

droliticas. 

Los gránulOS citoplasmáticos de los neutrófilos de mamif~ 

ros, pre$entan grandes diferencias en cuanto a tama~o y pro­

piedades tintóreas; por 10 cual a estos granulocitos se les 

llama también heterófilos por su afinidad por mezclas compl~ 

jaso 

El núcleo de las células maduras está formado por 2 a 5 

lóbulos con más frecuencia 3. unidos entre si por puentes de 

cromatina. 
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Los neutrófilos constituyen uno de los sistemas de defen­

sa mas importantes del cuerpo, contra la invasión de micro­

organismos patogeno~, su funci6n principal es la localiza­

ción y destrucción del material en forma de partículas. Ta!!! 

biAn intervienen en procesos i~flamatorios pues cuando libe 

ran sus numerosas enzimas hidrol'ticas al medid extracelu­

lar, incrementan la inflamación. 

Eosinofilos. 

Su di~metro es de cerca de 9 um,el nGcleo es bilobulado, 

presentan granulaciones ovoides que se tiften con el coloran 

te rojo eosina; es decir, son granulaciones acidófilas. Es­

tas granulaciones son mayores qu~ las de los neutrófilos 

pues miden de 0.5 a 1.5um,en su eje mayor. 

Los eosinófilos también son fagocitos; pero son sumame~ 

te selectivos. Un aumento en el nGmero absoluto de eosiriófi­

los están directamente relacionado con reacciones alérgicas 

del organismo. Los eosinófilos fagocitan complejos de antl­

genos con sus anticuerpos, limitando las reacciones inflam~ 

tortas que podrían iniciar estos complejos inmunológicos. 

Basófilos. 

Miden cerca de12umdedi~metro y tienen un núcleo volumi 

naso con forma retorcida e irregular. generalmente con as­

pecto de "S". Su citoplasma contiene gránulos mayores que los 

de los otros granulocitos. Estos gránu los de los basófi 1 os con­

tienen heparina e histamina. 
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La histamina es uno de los principales mediadores químicos 

de los cambios vasculares producidos en respues tas inflamato­

rias no-específicas; cuando es liberada por rompimiento de 

los basofilos provoca vasodilatacion y aumento de la permeab! 

lidad capilar a las proteínas. 

Estos cambios vasculares aseguran un suministr~ adecuado 

de leucocitos fagocíticos y de proteínas plasmáticas. cuya 1m 

portancia es vital para la respuesta inmunolÓgica del área in. 
flamada. 

los leu~ocitos utilizan ~l sistema circulatorio tan solo 

como v'a para llegar a un área lesionada o invadida. Una vez 

al1f. abandonan los vasos sangu'neos para entrar al tejido l~ 

sionado y ah! realizar s~s funciones. De hecho para las for­

mas maduras de leucocitos polimorfonucleares. el tiempo prom~ 

dio de tránsito en la sangre es de 6 horas (Cline, 1975). 

M é.d u 1 a 6 s e a {el e s a r r o 11 o. 1 4 d~~ 
Mieloblasto 

I..eucoc 1 to 
maduro. 

Mielocito 

Promielocito 

~.~~.~ .. ~~!}~. ' 
"" .. 

polimorfonu cleado -

Metamielocito 

$~~ Célula ba.ndeada 
ttránsHo. tiempo medio 6 horas) 
l. 

Fig. 2 .. Ciclo de vida y los estados de maduración de los leucocitos polimo.!: 
fonucleares (Cline. 1975) • 

. _"'~----""'-----~-------------~-'-'._-
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Así en la sangr~ de una persona normal solamente se en­

cuentra neutrófilas maduros y formas bandeadas.~on porcen­

tajes bajos de eosinófilos y escasos o raros basófilos. De 

i estos leucocitos pOlimorfonucleares. algunos estln circulan 

do libremente, mientras que otros se encuentran adheridos a 

las paredes de los vasos sangu'neos. Normalmente una vez que 

el neutrófilo entra en tejido sólido, ya no regresa a la cir 

culación (Clioe, 1975), 

Leucocitos agranulocitos o mononueleares. 

ti nfocitos. 

Sori ellu1as esflricas coh diámetro variable entre 6 y Bu. 

El nOcleo de los linfocitos es esf.rieo. la cromatina se 

dispone en grumos gruesos de manera que el nOclao aparece ob~ 

curo en las preparaciones usuales. El ci 1asma es escaso, y 

se bbserva como un anillo delgado alrededor del nOcleo. 

El tiempo de vida promedio de los linfocitos es variable ya 

que se ttata de una poblac1fin celular heteroglnea. algunos du 

ran tan solo unos dtas. mientras que otros tienen larga vida. 

Despuls de ser liberados de la mldula 6sea, un conjunto de 

linfocitos viajan al timo en donde se diferencian y se con­

vierten en c~lula~ T. Los linfocitos restantes sstin destina­

dos a ser cllulas B. Existen pues dos subpoblaciones de linf~ 

citos diferenciados en su .morfoi a. fisio1ogía y tiempo de 

vida, (Vander. Sherman y Luciano. 1978). 
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En person~s sanas el 20% de los linfocitos son cilulas B, y 

las demás son células T. 

Los linfocitos B confieren inmunidad especifica, pues seer! 

tan anticuerpos contra la mayor'a de las bacterias. Su superf! 

cie celular presenta proyecciones de forma dactilar. 

Los linfocitos T estln asociados con proceso de inmunidad 

de mediación celular y confieren inmunidad contra hongos, vi­

rus y ~iertaa bacterias que logran vivir dentro de las cllula~ 

también median en la destrucción de las cllulas cancerosas y 

en el rechazo de los trasplantes de tejidos s6lidos. Su supe~ 

ficia no tiene tantas proyecciones como la de las células B. 

(Vander~ Sherman ~ Luciano, 1978) tos linfocitos T tienen una 

vida realmente larga. 

Médiante transfusiones de sangre que contenía linfocitos 

con marcas cromosómicas i~entificables, se pudo determinar 

que estos linfocitos logran sobrevivir durante varios años. 

MonocHos. 

Estos agranulocitos tienen dilmetro variable entre 9 y lOpm 

su núcleo es ovoide en forma de riñón o en herradura; la cro­

matina se presenta distrib~ida ~'s laxamente que la de los lt~ 

focitos. y debidoa esta menor densidad, el núcleo de los mon.Q. 

citos es mis claro que el de los linfocitos. lo cual es una c~ 

racter'stica distintiva entre ambos utilizada pa~ su identi­

ficación. 

Al entra.r a una área que ha sido invadida o vulnerada, los 

monocitos se transforman en macrófagos que son flagocitos Su­

mamente activos. 



Los monocitas fagocitan principalmente virus, hongos y 

protozoarios. 

2. Importancia del leucocito como herramienta experimen 

ta 1 . 

2.1 Apl i cac; ones en di versas áreas. de i nvesti gac; Ón. 

La enorme cantida~ de trabajos j publicaciones referentes 

a leucocitos se~ala 1.a importancia de estas cilulas. 

Los leucocitos constituyen un tejida de adqUisición rel~ 

tivamente fácil, que permite realizar estudios directos en 

tejidos humanos. Debido a sus características especiales y a 

la comodidad con la que se puede trabajar con ellos, los le~ 

cocitos conforman una herramienta experimental ideal para 

realizar una gran variedad de estudios, tanto in vivo como 

in vixno en células humanas. en numerosas áreas de investig~ 

ción. 

2.2 Importancia de los adrenoceptores beta de los leuco­

citos en la investigación clínica. 

a) Generalidades: 

El receptor beta adrenérgico es un importante modulador 

bioquímico de las funciones celulares. Así, la interacción 

de las catecolaminas con estos receptores desencadena toda 

una secuencia de eventos (S~rrano, 1981). 

8 
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Las catecólaminas como muchas hormonas'no intervienen di 
tectamente en los procesos metab61icoscelulares; sin~ que 

aetOan a travls de un 'segundo m~nsajero". la hormona se une 

a un recJptor que activa a una enzima unida a la membrana. 

la .~denfl·ciclasa, que catal1za la fQtmaci6n intracelular 

delAMPc a partir del ATP. 

Los efectos fisiológicos que antes eran formalmente atri­

buidOs a la propia hormona. ahora se sabe que son provocados 

por este intermediario. Un gran número de hQrmonas de difer-ª.n 

tes gllndulas end6crinas ópera n a travls del segundo mensaj~ 

ro en muchos tipos de cllulas blanco. 

Fl uido 
tic,al 

l~olécula 
de 

hormóna 
1 

ReCeptor 
a la 
hormona 

Membrana celular 

Compl ajo 
hormona-receptor 

Activación 

Enzima 
Adenil ,;.ci el asa 

I 
Al'P ~ A.MPc 

Precursor-------+ 2°mensajero 

Citoplasma 

AMP 

2° mensajero inacti 
vado -

i 
enzima 

fosfodiestera,sa 

I 
AMPc 

2°mensajaro 

1 
Efectos Fisiológicos 

3 t4ecanismo de la acción hormonal. mediante el 2° mensajero¡ (Wel1er 
yWiley. 1979). 



Funci6n de los .drenoceptores beta de los leucocitos: 

Pese a que las funciones fisiológicas de los adrenocept~ 

res beta en leucocitos. no"han sido satisfactoriamente del~ 

cidadas; Se ha info~mado de Varios efectos fisiológi¿os re­

lacionados con el incremento del AMP cíclico intracelular. 

debido a la estimulad 6n beta adrenérgica de l?S 1 eucacitas. 

Para los linfocitos. Cline (1975) propon~ quepravo¿a: 

- La modulación de la actividad citolítica. 

- la producci6n de anti~uerpos 

- Laesttmulac16n de la mitoglnests. 

En los leucocitos poli.orfDnucleare~ la adenil-ciclasa 

es mucho más activa que en los linfocitos (eline. 1975). y 

su activación provoca alteraci6n en la actividad microbici­

da de los neutrófilos pues inhibe la liberación de las enzi 

mas hidrolíticas (Motulsky e Inse1, 1982), 

b) Descubrimiento 

en leucocitos: 

'lapresencia de adrenoceptores beta 

La presencia de adrenoceptores beta e~ leucDcitos huma-

"nos. fue indirectamente demostrada por los ios de le 

vación de la adenil-ciclasa~usando agonistas y antagonistas 

beta-adrenérgios. realizados por Hadden y colaboradores en 

1970 y pos teriormente por B{jurne y Malmon en 1911. Los leu­

cocitos. al ser estimulados con agonistas y antagDn1sta~ 

nérg1cos. presentan vación de la adenil-ciclasa con la 

con~ecuente generación de AMP 0101100. 

10 
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En 1976. ÍlJi11iams. Snyderman y Lefkowitz. publicaron un 

trabajo sobre la identificación y caracterización de los adr~ 

noceptores beta en linfocitos humanos. Dos años más tarde, 

en 1978 Galant y sus colaboradores pUblicaion un trabajo so­

bre 1 a caracterizad ón de los adrenoceptores be ta en 1 euco 

tos polimorfonucleares. (Galant et 1978/a). Así. estos 

dos grupos di investigadores determinaron que los ensayos de 

unión a ligandos adrenérgicos en leucocitos polimorfonuclea­

res, así como en linfocitos, satisfacen completamente los 

terios esperados para 1a interacción con un adrenoceptor be­

ta, en t'rminos de cinética, saturación, estereoselectividad 

y afinidad relativas a agonistas y antagonistas adrenirgicos. 

Para los eritrocitos, Lefkowitzy su grupo informaron no 

haber detectado unión ni respuesta-beta adrenfirgica a las c~ 

tecolaminas (Wil1iams. Snyderman y Lefkowitz, 1976). 

A estos prim~ros trabajos les sucedieron una serie de in­

vestigaciones dirigidas a la caracterización y experimenta­

ción sobre diferentes aspectos de estos receptores a 

cos en leucocitos humanos (Tohmeh y Cryer~ 1980, Galant et 

a.l, 1980; Chatelain eta.l, 1980; Galant e.t a.l, 1980/a; Wata­

nabe et a.l, 1981; Frasar e.t al, 1981; Galant y Allred, 

Lee et aL, 1981; Cavies y Lefkowits, 1980; Hal.lengren e.t a.l, 

1982; Aarons y Mol i noff. 1982; entre otros autores). 



el Importancia e interis en caracterizar a los adren~ 

cepto~es beta de los leucocitQs. 
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El interes ~emostrado en caracterizar a los adrenocep­

tores beta de los leucocitos.responde a que a partir de es­

tas inveéttgac10nes se puede obtener mucha informaci5n de 

los mecanismo.sde la acción hormonal. y de la relación en­

tre los efecto,. fisiológicos obs~rvados en una condición el' 
nica dada y las modi fi caciones de 1 a dens; dad y a fi ni dad de 

lo~ Feceptores~drenirgicos. ya que en diversos sfndromes el' 

nicos existen alteraciones en las re~puestas reguladas por 

adre noc eptores beta (Se.r ra no. 1981). 

i ) Antecede.ntes : 

Dentro del área de la patología. se ha demostrado que m!! 

chos desórdenes clínicos pueden ser provocados na s610 por 

secreciones anormales de determinadas hormonas. sino tambiln 

por alteraciones en su acción, como resultado de moaificacio 
r-

nes cualitativas o cuantitativas de los receptores hormona-

les. así como por alteraciones en los mecanismos bioqufmicos 

intracelulares. mediadores de dicha acción hormonai. Estas 

alteraciones se han interpretado como cambios en la afinidad 

del re por la hormona, cambios en el nGmero de receptQ 

res. o debidas a la formación espontánea de un anticuerpo al 

receptor hormonal (felig e..:t al, 1981). 

Los trabajos realizados para estudiar receptores hormonA 

les utilizando las t€cnicas de ensayo de un 6n a ligandos ra 

diactivos. han tenido mucho éxito y han brindado mucha i 



mación reSpecte a los mecanismos de la acción hormonal. asf 

tamhilo como a las modificaciones de los receptores én di 

rentes situaciones clfnicas. Tal es el caso de las investi-

gaciones sobre diabetes yaHeraciones de.los receptores ins.!,!. 

1 fnicos (Galant eA: al., 1978/b; Motulsky e Insel, 1982). 

1i) Uso práctico de la identificación y caracterización 

de los adrenoceptores beta de los leucocitos: 

13 

Los ensayos de unión con agentes adrenérgicos. han permi 

tido estudios djrectos en 10s receptores de muchas especies. 

Sin embargo, la investigación de los adrenoceptores beta en 

el hombre. había sido impedida por la dificultad de obtener 

flcilment~, tejidos blanco para los ensayos. 

El descubrimiento y caracterización de los adrenoceptores 

en leucocitos~ abrieron muchas posibilidades de investigaci6n 

ya que constituyen una herramienta experimental para estudiar 

a los receptores adrené.rgicos direc·tamente en tejido humano. 

De minera análoga al problema de diabetes~ la sensibilidad 

a las catecolaminas e~t' alterada en varios estados fisio169i 

cos, situaciones patológicas y tambien durante la ingestión 

de fármacos (Wil1iams. Snyderman y Lefkowitz, 1976). 

La faci, dad ra caracterizar y cuantificar a los adren~ 

ceptores en células humanas, ha permitido el planteamiento 

de investigaciones para determinar si estos receptores es~ 

tin involucrados en las situaciDnes cl'nicas mencionadas 
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Las catecolamtnas end6genas, un buen namero de agonistas 

hormonales. así CORlO Ciertas drogas adrenérgicas como el ¡:>rQ. 

',ranola) y la terbutaltna. ejercen una regulaci6n de las re~ 

puestas mediadas por adrenoceptores '(Galant et at,197B¡b;A!.. 

ron s y Molinof. 1982). Los estudios con diferentes modelos 

experimentales. incluyendo animales intactos aS1 como tejidOS 

y células asiladas. indican que un posible mecanismo que ex­

plica este estado es una redllcci6n del númerG de receptores 

a esta.s aminas en las membranas celulares (Ga1ant. et a.l, 

197B/b). Estos datOs son acordes con los res~ltados de estu­

dios previos que muestran una reduc~i6n en la acumulación de 

AM? dclico en sujetos que han recibido un tratamiento adre­

nérgj~o (Galant e.ta.l. 1978/b;,Wil1iams e.t al, 1979). 

Exfste la hip6tesis de ~ue los cambios do los adrenDcept~ 

re~ bet. de los leucocitos san similares a l~s alteraciones 

beta de los adranaceptores beta producidas en las célulll de 

tejidOS y 6rganos internos de dificil acceso para ensayos ~e 

rutina (Aarons y Mollnoff. 19a2). Se ha supuesto que el es 

do de estos adrenoceptores de los leucocitos puede ser 

considerado coma un 10dice de la s1tulci6n de los adrenocep­

tore~ beta de otras c€lulas del organismo (Motulsky e Insel. 

1982). 

La posibilidad de que los adrenoceptores beta de 105 léucQ 

citos pud1eran ser considerados como un Tndice del estada de 

estos receptoras e~ otras ellula. del organismo parece cQrr 

ta pues se sabe que el tratamiento con drogas adren€rg1cas que 1, 
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menudo regulan la respues de las células delos 6rganos ~lan 

coy por tanto sus efectos fisiológicos, también producen' m.Q. 

dlficaciones en los adrelloceptores beta de los 1eucocitos (§.a 
, 

lant e.,t «, 1978/b; Aarons y Molinof. 1982; Hal1engren e.t a.1., 

1982) • 

Sin embargo, no todos los investigadores han observado dis 

m i.n u ci ó n en 1 as respuesta s a 1 a s ca te c o la mi n a s de s pué s de 

terapias adrenlrgicas (Larsson y S~edmyr, 1976).Por tanto,es 

necesario realizar investigaciones posterior~s para determi­

nar tanto el mecanismo como las implicaciones clínicas de 

la reducción de losadrenoceptores b.eta en leucocitos poli­

morfonucléarest provocada por las drogas adrenérgicas. así 

como si existe una modulación similar del ndm~ro de rec~pt.Q. 

res en otros tejidos -blanco·, 

una de e~tas situaciones pato16gicas en las cuales es muy 

probable que las modificacion~s de l~s adrenoceptores ~eta 

de la~ leucocitos tengan implicaciones importantes, es la 

btpertensf5riarter1al esencial. 

En los casos de hi sion a ri al bi enestabl ecida, la 

anormalidad principal es el aumento de la resistencia per1f! 

rica debida a una reducción anormal del dilmetro arter101ar. 

En la ~ayor'a de los casos de h1pertensi5n arterial. 

ra la causa del estrechamiento arterialar. por 10 cual sele 

ha denominado hipertensión arterial esanet es daci r 

pertenst6n de ~ausa desconocida (Vander. ShermBn y Luc no. 
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Pese a que "e han propuesto mucha.s hipótesis en relaci6n con 

la etiología de la hiperténsión arterial esencial. aún no se 

ha demqs~ra~Dnin~una. Sin embargo, e~tre las hipótesis mis 

aceptadas se encuentra la que considera las variaciones 'de 

los niveles de catecolaminas plasmáticas y las alteraciones 

de los adrenoceptores (Galant eA: a.l, 1978/1>; Davies a.!, 1981; 

Bredde .• e.t: a.l, 1982; Fraser e.t: a.!, 1981; Motul sky e Insel.1982; 

W:illiams. Snyderman y Lefkowits. 1976). 

De manera anlloga al caso de la regulación de los recep­

tores insulínic()$ por la insulina plasm.ática.un exceso de 

cateccilaminas plasmlticas puede provocar s1ntomas de hiper­

tensión. Este fenómeno ha sido demostrado en los casos de 

pac i entes que presentan tumores en las glándulas suprarren.!! 

les o tumores deriVados de las cé.1ulas cromafi:nes. conoci-

d9S como feocromocitomas. que secretan cantidades excesivas 

de catecoiaminas(Feliget a.!, 1981; Goldstein. 1981; Kjeli 

$€n e:ta.!, 1981). por 10 cual pOdda pensars€ que la hiper­

tensión arterial esencial es provocada por un excedente de 

catecolaminas plasmáticas. , 
No obstante.aungue la hipertensión podría estar relacio­

nada con.un estado hiperadrenlrgico. se ha encontrado 

que está asociada solamente con un ligero aumento en las con 

centraci.ones de catecolamina plasmáticas (Motulsky e I.nsel, 

1982; Bredde et: al,1982; Landman, 1982; Corradi et: al,1981). 
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Por consiguiente se piensa que la causa se debe I posibles 

cambi~s én los receptores adrenlrgicos. 

Asf. en el caso de la hipertansión arterial esencial, se 

ha propuesto que existe un defecto geoét1 co a nivel del os 

adrenoceptores hetade los diferentes tejidos ti órganos-blan 

eo involucrados. lo que predispondrfa respuestas vas,opres;oras 
, ) 

y cardiovascul.resmls tntensas y persistentes frente a los 

estí:mulos ambientales normales. 

Se ha, propuesto que en s HUlciones pato10gi cas como 1 a 

Pertensión arterial esencial" las alteracionesentrehormQ. 

nas y reeeptnr también se manifiestan eolos adrenoceptores 

beta de los l.eu'cocitos. (Will i ams, Snyderman y Lefkowitz, 1976; 

Galant t!.t al, 1!H8/b; Motulsk,y e lnsel. 1982) 

Los cambios en el número de receptores parecen correspo!!. 

der a los cambios en la sensibilidad del sistema cardiovasc.!,!. 

lar pOr la estimulaci6n beta adrenlrqica. indican q~e la re-

91.{1 ación negati va observada de los 1 eucoc; tos, puede refl ejar 

cambios similares en otros tejidos (Tohmeh y Cryer. 1980). 

Las investigacirines realizadas utilizando las tienieas de 

r~dioligandos.han brind~do mucha 1nformaci6n acerca de la 

e:tiologfa de Val";aS enfermedades asociadas con alteraciones, 

de los adrenoceptores. asimismo han ayudadO a entender los 

mecanismos de acci6n de diVersos fármacos empleados en sus 

t'l"atamientos. 
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2.3 Necesidad de separar a los leucocitos polimorfonucle~ 

res de las pOblaciones celulares sanguíneas: 

Los estudios que se han realizado en leucocitos de perso­

nas sanas para determinar tanto el namero com6 la afinidad de 

sus receptores adrenérgicos muestran grandes variaciones, co­

mase puede ap~eciar en la tabla 1: 

TABLA l:.CQNPARACION .DE LOS RESULTADOS OBTEfUDOS POR D1FERENTES I~ 

VESTIGADDRES ACERCA DE LA DENSIDAD ytONSTANIE DE AFINIDAD POR 

El L~GANDO {- )-3H-DIHIDROALPRENOLOl {3H-DHA) UE ·lOS ADRENOCEPTQ. 

RES BETA DE LEUCOCITOS DE SUJETOS NORMALES YSMOS. 

POL mORFONUClEARES 
Autores 

Galant et'al (a) 

Ruoho etal 
Da'des y 

Galant 
ant etal 

y lefkmví tz 
etal 

Ginsberg et al 
etal 

Motul sky e lnsel 

Año 

1978 

1980 
1980 

1980 

1980 

1980 

1976 

1980 
1980 
1981 
1981 

1982 
1982 

I . 
I 

DENSIDAD DE RECEPTORES 
(número de sitios de. 
unión por célula) 

67 

1200 a 1600 
476: 23 

1000 

900 

1800 

2000 
810 

493:23 
14800: 5700 

967:!: 134 

950 
100 a 2000 

CONSTANTE DE DrSOCIACION 
KD (ru.1} 

no publicaron resultados 

2 

0.57: 0.0.3 

1 a 5 
0.6 

DA a 0.5 

10 
0.1 a 0.2 
0;58: 0.03 

15 

1.1 :!: 0.2 
no publicaron resultados 
no publicaron resultados 
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Esta tabla pone de manifiesto que aan no se ha logrado ~~ 

racterizar adecuadamente a la población de adrenoceptores beta 

de los leucocitos de personas normales sanas. Constituye un se­

rio probl ema él no ¿ontar con un grupo control cuyos parámetros 

y variables se conozcan ~on pretisi6n pues se carece de un marco 

de referencia con~iable. 

Es muy importante realizar estudios prelimináres para so­

lucionar este problema, antes de plantear investigaciones y pro­

yectos que involucren más varia~les, pues de otro modo la validez 

de los resultados y conclusiones a las que se llegue será dudoSa. 

Varios autores han se~alado que estos resultados tan in­

constantes pueden ser reflejo de los distintos m~todos empleados 

por los investigadores para separar las cél ul as (Ni audet e-t a.c., 
1976; Sheppard e-t al, 1977; ~lendelsohn y Nordberg, 1979; I~otuls­

ky elnsel, 1982). 

Motulsky e Insel (1982) sugieren que estas v~riaciones 

pueden deberse a que las poblaciones celulares utilizadas para 

estudiar a los adrenoceptores a menudo representan una mezcla 

de di·ferentes poblac~ones de leucocitos, es decir, que se deben 

a que se car~ce de un método de aislamiento que brinde poblacio­

nescelulares realmente homogéneas. 

Como ya ha sido mencionado el estudio de los adrenocepto­

re~beta se realiza mediante ensayos de unión a ligandos radioa~ 

tivos. Para cada ensayo se requiere 9 mgde ~rotei~a constituida 

por poblacionés cel.ulares homogéneas y en condiciones 6ptJmas de 

viabilidad (Will1ams, Snyderman y Lefkowitz. 1976; Galant y All­

red, 1980/a). 
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Es necesario, por lo tanto, prestar detenida atención a1métQ. 

do de aislamiento de .leucocitos, para obtenerlos paq\,letes celu­

lal"es requeridos y poder re.al izar posteriormente los estudios 

mencionados. 

Con base en dichos objetivos. en esta primera fase del proyecto 

se decidió trabajar con l<ls leucocitos polimor.fonudearespues 

la población de linfocitos es muy heterogénea (ver sección 1). 

Además,estas télulas son las más numerosas. ya que la población 

de leucocitos pol1morfonuc]eares en la sangre.de una persona n0r. 

mal representa del 64.7% de la población t.otal de leucocitos. de 

loscua1es el 95 •. 8% son neutrófilos, el 3.5% son eoslnófilos y 

el 0.7% son ba.sófilos. así que práctica.mente el 96% de los. leucQ. 

citos polimorfonucleares son neutrófilos. Sin embargo, es impor­

tante tomar en cl,Ienta que el tiempo de vida media de estos l.eucQ. 

citos es de 6 horas (Cline, 1975). 

3. METODOS DE AISLAMIENTO 

3.1 Mltados posibles 

EL objetivo fundamental del método es separar 1a mayor 

cantidad posible de leucocitos PMN con un elevado grado d~pure­

za y viabilidad. 

Las leucocitos en la sangre \pueden ser considerados como una 

mezcla de part'culas en suspensión. 

Existe toda una 5er1~ de tlcnicas anal,ticas y preparativas 

adecuados para separar particulas suspen$16n, sin embargo la 
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técnica a emplear debe brindar la más alta resolución posible 

con pequenas cantidades de material de partida en este caso 

sangre, y así proporcionar el mayor porcentaje de recuperaci6n 

y viabili.dad celular posible a p~rtir de una,mlnima cantidad 

de ésta. Asimismo. este método debe ser rápido y tener un mln! 

mo de etapas de purificación para evitar pérdidas de material 

1 deter.iorocelular. 

El limite de resoluci6n de cada uno de los métodos para 

purificar partículas en suspensión depende de sus bases de op~ 

ración. Las técnicas cromatogrlficas y electrof¿réticas son m! 

todos muy sensibles y de alta resolución, pero generalmente 

tienen una capacidad limitada por 10 que no son utilizables p~ 

ra. separar grandes cantidades de material rlirniey Rtck~ood, 

1978). 

Los limites de resoluci6n obtenidos mediante sedimentación 

ycen'trifug'acióh dependenpr:incipalmente de las diferencias eil 

tra los tamanns. densidade~ y coeficientes frfccfonales de los 

di.stintos componentes de la mezcla.que se va a separar. Las 

técnicas de centrifugación tienen una capacidad mucho mayor 

que cualquier técnica electroforética o cromotográfica • por' 

locua.l la centrifugación es el método preferido para separar 

mezclas de partículas y micromoléculas (Blrnie y Rickwood. 1978}. 

Los distintos tipos de células sanguineas puede~ ser sepá­

radas mediante sedimentaci6n y centrifugación con base en sus 

diferencias en tamafto y densi~ad; en estas condiciones. las v~ 

locidades de sedimentación relativas entre los distintos grupos 

¿elulares son muy importantes. como se verá más adela~te. 
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3.2 PRrNCIPIOS DE LA SEOIMENTACION: 

-Bases da operacidn. 

la sédimentación es el proceso por el cual una 8speeie cor 

puscular en suspensi6n denominada fase d1spe~sa se. para del 

seno de una fase dispersaRte, por acci6n de la. gravedad. Este 

!proceso está determinado por la existencia de una diferencia 

en densidad entre los corpGsculOI y el dispersante. 

Dada .esta diferencia en·densidad las partículas Presentes 

en suspensión, descenderán á una velocidad proporcional a las 

fuerzas antagónicas actuantes sobre ellas (Mireles.en prensa). 

Estas fuerzas son la gravedad, dirigida verticalmente "hacia 

abajo", y las fuerzas de roce y flotación, dirigidas "hacia 

arriba". 

1. Peso fuerza de gravedad. 

La acción del campo gravitatorio actO. sobre las partfculas. 

ya que la fuerza de gravedad. produce una aceleración en su 

caída: 

mg 

2. 

El medio a travis cual sedimenta la partícula. le pre-

Senta una resistencia de manera que la partícula se aprox ma 

a una vel~cidad de calda lfm~te. COmO se puede apreciar en 

la siguiente iea: 
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Fig. 4., Relación entre el tiempo 

y la velocidad para objetos 

que sed imentan a través de 

un medio que ofrece resis-

tencia.,Un objeto pesado {A} 

se aproxima a una velocidad 

limite en un perfoctomás la~ 

go que un obj eto 1i gero (B). 

A esia resistencia de roce se le llama fuerza de roce o 

fuerza de fricción. 

Cuando la fuerza causante del movimiento. en este caso la 

fuirza de gr~vedad y la fuerza de res1stentta adquieren el 

mismo valor, la acel,eración de caida de la part'cula será c~ 

rQ. Y abara continuar. avanzando con una veloci~ad constante 

en tanto la fuerza se mantenga activa,es decir,avanzará a 

su velocidad terminal, y es la velocidad a la cual se lleyan 

la mayorla de los procesos de sedimentación. 

res1~tenct~ que le ofrece un uido a una partfcula que 

se desplaza a trav@s de 11, depende de un co unto de 

blas; el tamano y forma de la part'cula, la viscosidad y la 

densidad del fluido. la velocidad y aceleraci6n de la partf-

cula, y la cercanfa de las partfculas entre sf y con respec­

to a las paredes del recipiente. 

En el caso de part1culqs esféricas de radio "1"", gul,'! sean 

itgidas, y que no se 'hidraten. la fuerza de fricc16n que exp~ 
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rimente el moverse a travls de un flui~o viscoso, toma un va 

lar definido por la ecuación: 

1Ff = 61n r (dx) donde: n· viscosidad absoluta del 
1 dt fluido. 

(2. ) 

r = radio de una partícula 
esférica. 

velocidad instantlnea de 
la partlcula 

que es la ley de Stokes y es aplicable cuando las partícu-

las son grindes en comparación con las moléculas de líquido 

de modo que ocurran muchas colisiones moleculares con ellas. 

cuando la concentración de dichas p~rt'culas no es tan gra! 

de como para afectar la viscosidad del medio. y la velocidad 

es suficientemente baja como para que no haya turbulencia. 

Para partículas no esféricas, dado que la resistencia de 

roce varia de acuerdo con la forma y el volumen de la parti­

cula, para t~lcular la fuerza de fricción en estos casos, es 

necesario hacer ciertas consideraciones. Como gran cantidad 

de ~part'culas" de interés en biología y medicina, como cll~ 

la~. organelos e inclusiones subcelulares o moléculas de gran 

tamano~ tienen formas comparables con elipsoides de revolu­

ci6n, es necesario agregar a la sculcidn anteri~r. la relación 

f 70' que es el cociente de la resistencia de roce que encuen-

tra un elipsoide el valor de f, con respecto al que encuen­

trauna esfera, el valor fa, de igu.al volumen. 



, 
" , 

De mánera que la ,ecuación de Stokes para partfculas de 

formas elipsoidales. define a la fuerza de fricción como: 

Ff =6 lIf'1r ~ f 
" dt fa (3.) 
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3. Fuerza de fl~taci6n: Empuje hidráulico de Arqu'mides: 

La fuerza de flotaci6n es una fuerza vertical dirigida 

hacia arriba, cuya magnitud es igual al peso de fluido des­

pl.zado cuando ~1 tperpo se sume~ge o flota en el fluido. 

Se define como: 

dónde: Vp volumen ,del cuerpo o par­
tícula 

(4. ) pm = densidad del fluido des-
plazado 

9 ,. fuerza de gravedad. 

Esta fuerza ~s fndepBndjente de la forma de la partfcula. 

Co~o el volumen de,la partfcula es igual al cociente de su ma 

sa entre s~ densidad pp, la ecuaci6n anterior puede escribir 

se' COrnil: 

p 
{p 9 (5.) 

Cálculo de la velocidad ,de sedimentaci6n. 

La fuerza resultante, es la suma de estas fuerzas cons1de 
radas: 

FE=Ff ~ FS - Fg (6.) 

FE= 6~n r,~ dy + 
p 

(pm) g- mg (7. ) 
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Cuando la fuerza Causante del movimiento decendentede la 

partícula (Peso). y las fuerzas qué se oponen a su sedimen­

tación ~e igualan, la partícula alcanzará un~ velocidad 

constante q~e es la velocidad terminal a la cual se llevar! 

acabo 1_ sedimentación. 

Así entonces: 

mg = 6!1nr f +!!L... M ·fo pp P 9 (9. ) 

Sustituyendo la masa de la esfera por .su volumen multipl! 

cado por su densidad, se obtiene: 

6 llr¡r 

4 3 4 ~ r3 3 H pj} 9 -3 " 

f :1-1.., r 3 
fa . 3 ' 

p~l 9 '" 6 11 n r 

4 
3 

dx f 9 (pp - pM) = 6 ,¡ nr lIT fa 

ando la velocidad: 

pM) (13. ) 

Que se reduce a: 

(14. ) 

(lO. ) 

f 
fo 

(12. J 

(11. ) 
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Que es la forma más conocida de la Ley de Stokes, y que 

tambi~n puede escribirse como: 

2 donde: 
2 (l) (pp-pm )9 ( ~) velocidad de sedimenta-v '" (-g ) v= n ción 

R= cociente de la resi 
(15. ) cía de roce. 

la ley de Stokes no puede ser empleada para precisar de 

manera cuantitativa las velocidades de sedimentación de las 

cll~las sangu'neas, porque como ya ha sido mencionado en las 

propt.dades de los leucocitos. el tamano celular y por tanto 

la densidad. no son cantidades bien ~efinidas. Sin embargo. 

la lI~y de sedimentación es útil para comprender el comporta­

miento cell,1lar en un campo gravitatorio y se pueden predeCir 

sus velocidades aproximarlas de sedimentación. 

Al observar las velocidades de sedimentación de los dife-

rentes tipos celulares sangulneos en plasma. calculadas con 

los datos disponibles de tamafio y den~idad celular, se puede 

concluir que los granulocitos y quizás los monocitos cuyos 

tama~os son de 9 a 12 ~ •• se desplazan más rápido a tra-

v~s del plasma que los eritrocitos, debido a la diferencia 

de tamanos. Los linfocitos se pueden desplazar a la misma o 

aún a menos velocidad que los eritrocitos. 

La veloc1~ad de sedimentación de los leucocitos se favore 

ce aúri más pues se a an más que los eritrocitos a una par. 
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tfcul. esf~rica. 

Si.n embargo si se deja sed1~entar a 1. sangre conanticoa~ 

gUlánteen un tubo' de eris.ayo y se permite que c.ontinúe 1 a se­

dimentacidn hasta que se establezca un estado 4e equilibrio. 

se observa que los eritrocitos quedan m~s abajo de los leuco-

citos. Esto se debe a que los eritrocitos presenta·n una ten';' 

dencia e.pont'nea a algomerarse. y en estas condiciones su "r U 

aumenta (8cuaci6n 14). 

Los diferentes tipos de cilulas sangufneas son especialme~ 

te diffciles de aislar debido a que sus valores de pp son muy 

semejantes entre si. 

La densidad aproximada de los eritrocitos es de 1.093 gm/ml 

y la densidad de los leucocitos es de 1.080 gm/ml • además. 

siempre existe cierto sobrelapamiento entre las cilulas respef. 

to a su tamafio y densidad. 10 que implica que diferentes tipos 

celulares se desplazarln parcialmente juntos. En general es 

muy d1fíci 1 lograr una al ta resol uci6n al tratar de separar 

los diferentes tipos celulares baslndose solam~nte en sus pr~ 

pledadesffsicas. Por tanto~ es nécesário introducir al stst~ 

ma un fa~ctor que mOdifique selectivamente a uno o a más grupos 

celulares, y que no altere a los restantes para que la separ~ 

ci6n pueda realizarse. ~neste sentido se pueden considerar 

varias opciones: 



A.' Introducir al sistema un a,gente qu.e provoque algutina* 

GiGnde un grupo celular. asT ~stas.cllulas formarln agrega­

'. dos celulares que se desplazarl~ mis rlpidó~ ya que baja es­

ta candici6n. el radio de la "partfcula en sedimentaci6n". 

es lliayor. 
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Este principio puede ser utilizado para aislar. células de 

una poblact6nheterogénea. si la agregación es selectiva. 

afectando a uno o mis tipos celulares, pero ~o a todos. 

Aqui' es importante comentar que la tendencia de los eri­

trocitos a aglomerar'se es más notoria en 1 a sangre periter;.a 

debido a. la, gran concentraci6n de eritrocitos· 

E1 grado de aglutinación puede Ser regulado variando el 

tipoo"1a concentración del agente aglutinante celular. El 
. . 

potencial de las células para aglutinarse y la viscosidad, 

del me<iio pueden variar en intervalos amplios usando alter­

nativamente metileelulosa. dextrán y Ficol.1. La metilcelul.Q. 

sa y el. dextrln son mUy ~fectivos para separar eritrocitos 

mediaRte agregaci6n y sedimentaci6n a 19. 

B. Introducir un agente que modifique el tamaño y .la den 

'sidad celular. Por ejem,pl0. un incremento en la osmolaridad 

del medi.o de s.uspensi.ón dis.minuye el tamaflo celular e",incr-ª. 

mentl\l su densidad. Si el e·fecto sobre' la densidad predomina, 

las células sedimentan a mayor velocidad y la dl.lY'aciÓn del 

proceso 4e separación disminuye. Si la sensibilidad osm6tica 

* LC\.col1ceIWutU6Y!noJtmat de eJt.i;t:JtocUM en !a:.6ctl'1.glLe e~ 4pJtax.-imadamentede 
4 .. 5 rj 5.S mUtal1eA dec.~ pOJt miJJl.me:i:Jto c.ábA:c.o j¡M.cJtoüVta) en la mu.-
jet(. rj en el.. fwmbtte. JU&6pe.cUvameY'.te.; m{,e.~ el. ¡¡mMO de .teueacito.6 
pCk;miUm$o'C.úbi.c.o de Mng1ti? en el. adulto eA de S. OOQ a. jO, 000 
(Junqu.w.a. yCAAnW,o, 1913l. . 
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de las células difiere, sus velocidades de sedimentación f.!. 

lativas también cambian,· 
/ 

e.Aplicar procedimientos que pravoquen ladestrucc16n 

selectiva de un tipo celular especffica, 

D. Combinar dos o mis de estas posibilidades, 

3.3. Principios de la centrifugación: 

Principioste6ricos y bases de operación: 

Cuando la sedimentaci6npor gravedad (lg) resul~a dema­

si.ado lenta.1aalternativa es someter 11 las partículas a 

la influencia de un campocent.rífuga. Baja estas condie io­

nes,la partfcula recibe la influencia no s·ó10 de la fuer­

za de. gravedad, sino de una fuerza centrífuga: 

donde: 
Fc=fuerza centrífuga 

m =masa de la particula 

w2=velocidad angular 

x "'radio del 'círculo de~ 
crftoen la trayecto­
ria circular. 

El producto w2x es la aceleración eentdpeta que experimen- . 

ta 1. partíCUla. sin embargo como la partfcula sometida a cen­

t·rifugaciónen un tubo de ensayo no está conectada al eje de 

rotJción.'esta acaleraci6n ti~ne direcci6n bpuesta a dicho eje. 
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La part'cula sometida a centrifugación ·sale disparada" 

en dirección tangente al c'rculo descrita en la trayectoria 

circular,.como r~sultado de la interacción de las fuerzas 

centr1peta y centr5fuga. 

Si la part1cula no enCOt:ltrara resistencia a sudespla-

zamiento lleg.aría al fondo muy rápidamente. pero el flui­

do en el cual estl cont~nida la hace viajar mucho mis lenta 

mente debido a la presencia de las fuerzas de frlcci6n y 

de flotaci6n, como se puede ob~ervar en el Siguiente esque-

ma: 

\ 
) 

Fi9~ 5 Sedimentación una parttcula en ausencia de fuer-
zas de roce (A) y en medios con fuerzas de roce en 
aumentos progresivos (8 y C).{Mireles. en prensa) 

rante ia centrifugaci~n~ u~a part1cula en proce~o de 

S ntacióll se encuentra sujeta. a los efectos introduc;· 

por fuerzas centrlfuga y de roce, ya q4e bajo estas co.!!. 



diciones la partfcula tiende a sedimahtar por la a~ci6n de 

,. fuerza centrífuga (ecuación 16); ~ero la fuerza de flo­

betón que aetaa sobre las partfculas (ecuaci6n 5) tambtln 

. aumenta su influencia en proporción
c 

al cuadrado de la val.!;!. 

cidad angular y la distancia al centro de rotaci6n, de ma­

nera que baj~ estas condiciones: 

2 _m_ (pm) w x 
pp 

( 17 • ) 

En una solución sometida a centrifugación, la veloci-
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dád de sedimentad óo estara por 10 tanto determinada también 

por 1 as co.nd i ciones físicas de la centri fugac; ón, es de-

cir por los valores de la velocidad angular (w) y d.e la di.§. 

tanela a la que se encuentre la partícula {xl al centro de 

rotación. 

Así la partícula alcanzara su velocid 1 'imite cuando 

1.·fuerza centrífuga se balan~ee eón las fuerzas de fricci~n 

y de flotación (1Hreles,en prensa). 

F =: F + F e f B (18. ) 

Slgulenlo un procedimiento sim11aral descrito para la 

.deducci6n de la velocidad de ~edimentaci6n de partfculas 

por efecto gra~itatorio se llega 1: 

2 
v= ~~= 2r (pp-pM) 

9n{~o) . 

(20.) 



Ssta ecuación es la Ley de Stokes que predice la velocidad 

Hmite para partículas que sedimentan. bajo efecto de un ca,!! 

po certtrífugo. e indica que los parlmetros ~ue determinan 

la velocidad de sedimentación (dx/dt) pueden agruparse en 

tres categorias. 

1.- Las condiciones físicas de la centrifugación es d,!. 

cir, los valores de w y x. 

2.- La n.turaleza del medio de suspensión. especifica­

mente, su densidad y su viscosidad. 

3.- las propiedades d~ las part'cullS en suspensi6n (t~ 

maños ydensidades). 

- Técnicas. de centrifugación. 

La centrifugación preparativa es la conveniente al ai~ 

lamiento de grandes cantidades de material. a continuación, 

se describen las tlcntcas de centrifugación comprendid.s en 

es tacategor:ta. 

1) Centrifugación diferencial (Separación normal por v!., 

loci dad) 

Esta tikn;ca se refiere a la sedimentación de part1cu­

las bajo la influencia de un campa centrtfugo que se desp11 

za obedeciendo en primer t¡érmino a la diferencia en su taml 

lid cuando la densidad:; la viscosidad del medio son fijas. 

Al someter . la soluci~n a centrifugaci6n. la .~cci6n de 

la FCR"t produce el desplazamiento de las part1culas a 10 la!. 
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90 del recipiente con la velocidad determinada por su tama-

10. su forma y por la i~te~sidad del campo centr1fugo apl! 

cado (eculcidn 20)! Cada clase o familia de part'culas ad­

quiere una velocidad de sedimentaci6n que le es prop~a en 

ese $istema. por esta razOn el m~todo es conocido como cen­

trffugaci6n diferencial y ,e reserva para el caso en que la 

soluci6A se compone de partfculas que muestran diferencias 

en su· peso molecular, es ~ecir, soluciones polidispersas. 

Cuand.o se trabaja con una mezcla heterogénea. el componente 

mis pesado ser§ el primero dn sedimentar. As' se puede sep~ 

rar a cada fracct6n en etapas sucesivas, siempre y cuandO 

cada centrifugaci6n duree1 tiempo necesario para su separ~ 

ci6n, 

Sin embargo. la compostel6n de la pastilla obtenida pu~' 

d$ resultar beterogéryea. ya que puede existir contaminación 

por part'Ículas de fracciones más pequeñas. La sepáración 

.. conse$)uida por centrifugación diferencial puede mejorarse 

si se "lavan"las pastillas 2 5 3 veces. 

Este m~todo es Otil para el aislamiento de part'culas 

que difieren en una o mas 5rdenes de magnitud, es decir, lO 

6mas veces en velocidad de sedimentación, debajo de este 

l'fmite no es de utilidad práctica. (Mireles.enpr.ensa). 

2) Centrifugaci6n en ~radtentes de densidad. 

Todol lo~ m~todos de centrifugación en gradiente~ de 

densidad? requieren de una ~olumna l'quida de sap~rte cuya 

densidad aumenta hacia el fondo'ol? un tubo o celda en que 
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se halla·contenida. El gradiente de densidad es un gradien~ 

te de concentracionde un saluto, entre mayor la cancentra­

cionde soluto. mayor la densidad de la lolucion. 

Si 111 partftulas de una mezcla heterog!nea difieren en 

toefic.ientes de sedimentación Ylo densidad. y se someten a 

centrifugación en un gradtent~ ~, densidad. los. distintos 

componentes podr§n ser separados de ac~erdo con estls pro­

piedades. en forma de zonas a bandas de material muy puro 

O~iré1es. en prensa). 

Las dos variantes principa.les de esta técnica en gra­

diente de densidad son la centrffugaci6n zonal por veloci­

dad y la centrifugaci6n isop1cnica. 

2.1) Centr1fugaci6n zonal por velocfda~: 

La metclade partfculasque se v~ a fraccionar se dep~ 

sita cuidadosamente sobre la superficie de un gradiente 

preformado. 

ta columna es capaz de soportar a la muestra en condi­

ciones de reposo porque aan cuando laspart'culas en s~s­

pensf6n son mis densas qua el medio dedispersf5n. la den-

sidad promedio de la capa formada por la mues es menor 

que 1a densidad de la del renglón subyacente. Esto ayuda a 

evitar una sedim~ntaci5n prematura (Mireles~ en prensa). 

El prop6sito de la centrifugación por velocidad. 

consi sta ensepanrpart1culas cuyos támaños difieren. y 

to sus valocidades de sedimentac1~n tambi§~son dis 

• El valor dela densidad del medio debe Ser menor 
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que los vali:fres de las densidades de las part'iculasque se 

desea separar. 

Si la sedimentaci6n durara un tiempo suficientemente 

largo, todas liiS part1culas se irían al fondo,por esto, 

la centrifugación debe interrumpirse a un tiempo preciso 

(ver Figura 6), 

Al terminar la centrifugación, se tiene una serie de 
J 

zonas-dispuestas ~ 10 largo de la columna- en cada una de 

las cuales se concentra el material purificado de una fra~ 

c15n, siempre que la ~ezcl.or1ginal no incluya familias 

de part'culas con el misma coeficiente de"sedimentac'6n. 

las zonas pueden ser recuperadas y sometidas a diversos 

análisis. 

El ~Itoda permite la separaci5n ~e part'cula~ que di­

fieren .1 menos en un 201 en su velocidad de sedimentaci&n 

(Mirele$. en ·prensa). 

2.2) Centrifugación isap;cnica. 

Los métodos isopícnicos se emplean para aislar partíc,!! 

la.5 que difieren en densjdad. Una partícula que sedimente 

en un gradiente de densidad, dejar§ de hacerlo si en al 

punto de 1a c¿lumna la d~nsi~ad del medio se iguala con la 

~uya. es ir. cuando alcanza su densidad de bandeo O 

sidad de f1otaci6n. Esto ocurr1r~. si el gradient~ 

d~ el intervaJo completo de densidad de las partículas en 

la muestra y si la centrifugación dura suficiente .tiempo 

para que se ~stab11ice el conjunta 

les. en l. 

fente-bandas (Mire-



En la posici6n de densidad de bandeo, al tirmino: 

(pp~p M) se iguala a cero: 

pp-pf4 == O 

por tanto: 
2 2 r (ap - eH) w2x 
9 (L) 

dx == O 
dt 

TI . fa 

2 
VI x 

La velocidad también se hace cera y la partícula queda 

.inmovil. 
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Impal"'tan.clade la duración del prOceso de centrifugación. 

La ,duración del proceso de separación dépendede la fu 

tancia qué han de recorrer las cél~las; para normaliz~r 

una t:écnica el volumen y. el diámetro del tubo deben se.r dete! 

minados desde el, principio. Est.os fa'ctores (lefinen la al 

turade la columna de sangre y en conse~uencia la duración 

del proceso. En consecuencia. es posible elegir una ~uración 

adecuada para .el proceso de separación.lÍ1ediante el control 

dela columna de sangre. Apare~tamente lá sep~ 

raci6n no es ~ec tadá apreciablemente por el diámetro de" 

tubo~ i puede separarse un volumen mayor entubas de mayor 

dUmetro. manteniendo la altur¡¡ de la columna de sangre y 

por tantó también ~l tiempo de separaci6n. 
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Esto parece ser menos relevante para ticnieas de centri 

f~gac16n donde las cilulas, suspendidas en un .fluido de ba-

. Jadensidad, son depositadas'en un fluido de alta. densidad. 

Durante la centrifugaci8n. las cilulas migran rlpidamente 

a trav~s de la fase de baja .densidad y llegan a la interfa­

se en un tiempo corto. A partir de entonces, ellas sed1meh­

ta~ lentamente y la separaci6ri estS determinada principal­

mente por su sedimentaci6n atravls de la fase basal. 

un determinadosoluto de gradiente, la densidad b 

deo de una part'cula es m~s o menos constante. Sin embargo. 

cuando se realizan separaciones por veloc d es muy impo!. 

tante considerar que ~l valor de s* cambia confor.me la par. 

ifcul. va encontrahdo visc6sidades y densidades crecientes 

en el gradiente. 

D. acuerdri con esto, dos part'culas ~tstinta& que se 

en~uentr.n en la misma zona despu~s de .centrifugacien por 

velocidad. pueden sepa rarse en el mismo gradiente d.e dens! 

dad si se aumenta o~ disminuye la FCR o la duración de la 

centrifugaci6n. Asimismo. durante una centrifu ;ón por 

velocidad, una zona de partfculas que inicialme~te 

ido a la zaga otra debido a que su valor de s fuera me-

nor en la primeri parte de la column~. puede eventualmente 

darle alc~~ce y pasarla cuando Ista se encuentre en una rl 

g1.6n en la que su valor de s d"lsminliya rápidamente. 

* Ei c.oeá,¿cie.nte. dr¿ M.cLime.nta.ei:6n e.6 una aplWJ.Úma.cJ~n de:l tiempo 
te toma. IX una paJt;t{CLtla a. hU veWcido.d ~te 4 
explte,44 en· unidadM Sve.dbe/l.g. Una. c.cni.ltaY! 
teJO-H, Ve:ute..coeá).eiente <le. et 
de . I,LIUt ·y.Uvt:U:cu1.atle:teJ!mÚll.ada., 
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- Uso de rotores. 
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Fig. 6 

Perfil del patrón de sedimenta 
ción de dos partículas en un gra 
diente de densidad. tI es el -
tiempo en el cual la velocidad 
de sedimentación es la misma pa 
ra ambos, pero no sus posicio-­
nes. Este comportamiento es de 
enorme importancia en todo méto 
do de centrifugación (Mireles,­
en prensa) . 

ti empo _---,-___ _ 

Una vez que. ha sido elegida una técnica de centrifugaci&n,. 

es muy importante considerar el tipo de rotor con el cual se 

va a trabajar. 

La velocidad de sedimeritac16n de las p~rtfculas está deter 

minada por las condiciones ffs1cas de la centrif~gación, es 

~ecir por la velocidad angular y ~or el radio de rotación al 

cual se encuentra la part'icula. Estas condiciones pueden aju~ 

tarse y repr{)ducífse par.a un tipo, de rotor- dado si se conoce 

la fuerza centrifuga relativa (FC[R). La FCR es u-na comparación 

entre la fu~rza da centrifugació~ y la fuerza que la gravedad 
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terrestre ejercerla sobre las mismas part'culas en suspensi6n. 

se expresa como: 

f centrifugación 
F gravedad 

2 
FCR .. ...J.L1L. 

9 

2 
;:; IDW x 

mg 

Conociendo 1~ FeR. puede determinarse la v Deidad del ro-

tar (rpm) necesa,ria' para un cierto radio de rotación. me-

di~nte un nomogra~a. El nomograma es la relaci6n grlfica en­

tre la velocidad ,de rotaciln y la magnitud del campo centr'fu 

90 re~ultante~ (Mirelea, ~n nsa). 

Sin embargo estas no son las Onicas consideraciones que d¿ 

ben hace~se. Existen dos tipos de rotores. el rotor de colum­

piO y el rotor angular. y es importante mencionar algunas de 

sus ptopiédades pues no deben usarse indistintamente. 

Rotores angul~res 

Cú un rotor se encuentra e:1movimiento. el campo cent!,i 

generado es al. En un rotor de col~mpfo ~610 la 

e que pasa por el centro del tubo es paralela a sus 

s. ya que cuando el rotor se a~elera! lOs tubos se re­

orientan a la posición horizontal. 

_] Convecci6ri en UA rotor de colump (Mirel es ,1 ) . 
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La centrifugaci6nresultante se manifiesta como un movimie~ 
, ' 

to masivo ~e partfculas a 10 largo de. las p~redes del ~~bo y 

hacia el fando. Con frecuencia. la pastilla toma un a to 

anul~r cuando se le mira desde arriba. 

El rotor de columpio Ismb'usado en el trabajo con gradien 

tes de densidad. Es mis efectiyo para las separaciones zona-

les por velocidad debido a que la d1st~ncfa que la 'jeura. 

recorre es mayor y da lugar a una mejor separación. Su Udes-

ventaja" reside en que las raciones consumen mas tiempo, 

pero esto se equilibra con el hecho de que se pueden fraccio 

nar muestras con varios compOnentes. La contrariedad que su~ 

pone el mayor tiempo decentri i6n se compensa cuando se 

recurre a la técnieade columna corta (Mireies.l!n prensa). 

Rotores Angulares: 

En este tipo de rotor los tubos se mantien.en incl inados cj:)n 

respecto al eje de rotaci6n en un angula especffico y constan 

t~. Dicho angulo de incltnac16n puede estar entre los 14° y 

los 40:' 

En los rotoresangul ares 1 a CO~ 
vecci6n es mayor en los dé 
columpio debido a que lJs pa tf 

encuentran 
red del uba, 

Fig. 8 Convecci6n en un rotór angula. (Mirele!. 1 

i damel1te la 



Esto se conbce comti efecto de pared y provoca que la co~ 

pactaci6n depart'culas sea mis rlpCda. 
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En estos rotores se pueden realizar buenas. separaciones 

1sop1cnicas porque tanto las partfculas que se mueven atra­

vis del gradiente como las que resbalan por la pared son 

trimnvilizadas en cuanto,alcantan su densidad de bandeo. 

A 

Fjg. ·9 e ntrlfugaci6n en gradiente de dS.I\sidad con un rotor 
a gular {Mtreles, en prensa). 

Observese que el contenido experimenta reorientación dur!!.n 

t El él Ce 1 era ció n y la d e s a e e 1 e r aeí ó n . ( F i g: 9). 
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Casi nunCa sa intenta llevar a cabo una separación zonll por 

velocidad en estos TOtores. pues la convección DarrastrlU las 

partfculas al fondo mas pronto de 10 que 10 harían a través 

del gra.diente. (Mireles. en prensa). 

- Gradientes y materiales de gradientes~ 

La Ley de Stokes (ecuaci6n 20) tndica .que las velocidades 

d~ sedimentaci6n de las células, dependen su tama50. su dens! 

dad. y de la viscosidad del medio en que están suspendidas. 

Como ya ha sido mencionado (sección 3.2), una elección ade­

cÍ1ada delsoluto para preparar el gradiente y sus límites de 

concentración pue.de cambiar selectivame.llte las propiedades de 

algunos de los componentes. de una mezcla. 

El material de gradiente. debe permitir la preparación de 

soluciones en el intervalo de densidades de InterAs pero no 

debe presentar una elevada viscosidad ni ejercer una presión 

osmótica excesiva en dicho intervalo de densidades (Mirelei. 

en prensa). 

Además. no debe reaccionar con las células y tiene que ser 

flcilmente removible paquete celular purificado. También 

debe tener un bajo costo de adquisici6rt y ser de flcil obten-

ci6~ en las cantida requeridas. 

Los gradientes formados con polfmeros pesados como el Fi­

·c.oll, el Dextrán. y la albúmina son sumamente utilizados para 

la sep.raci6n de ellulas. tos compuestos de alto pes6 .ol~ 

culBr muestran una osmolaridad muy reducida aú~ en s01uc;on,s 

muy concentradas. 



Ficoll : 

Es un polímero sintético de sacarosa y de epiclorhidrina. 

tien. un peso mólecular d~ 400.000~ Las moléculas de F1coll 

400 son sumanente ramificadas, pero su forma es ~proxtmada­

mente esf,éricac-y tiene un radio de Stokes de aproximadamen­

te 100 nm. El Ficoll 400 es muy soluble en agua y su vis~o­

sidad es relativamante baja (0.17 dl/g), campar.da con la 

de otros pDlisac§ridoslineales del mismo peso molecular. 

como el Dexirftn T 500; PM. 500.0Q~viscosidad 0.53 dl/g). 
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A diferencia de los gradientes de densidad formados con sa­

carOSa y sales como el CsCl. los gradientes de densidad fo~ 

mados ~on l1col1 400 tienen presiones osm6ticas bajas y gran 

densidad$ por tanto afectanmenos a las partículas biológi-

oas y no :1 nh;~ enzimas. El probl ema del Ficoll es que su 

tonicidad crece expondncialmentecon la concentraci6n y 

aunque tiene efectos someros sobre la función de organelos 

celulares aislados. puede causar daño a algunas células vivas 

(Mireles. en·pre~sa). 

D~xtrán: 

El Uextrán. u vo H es una mezcla po1idispersa de polisa-

clridos; cuyos pesos moleculares son desde el orden de pocos 

cientos. hasta decenas de millones. Esto.s polfmerosson pro­

ducid.os por un conjunto de diferentes especies de bacterias 



dela familia Lactobacil1aceae. Mediante cuidadosos fracci~ 

namientosrepétttivós.sé prepara."' fracciones de Dextrán T. 

cuyos pe~os moleculares son conocidos. 

Las separaciones conseguidas con g.radientesde Dextrán 

són equipar~bles a las obtenidas con algunos gradientes de 

Ficón. Similarmente el costo de los dextranesy del Fico11 

di f1 ere poco. 

Albúmina: 

Los gradientes formados con albúmina sérica son muy seg~ 

ros pues no daña~ a las células. sin embargo en el interva-

10 de densidades 1.065 a 1.09 gnílml las soluciones de al-

bílmina S.oO muy viscosas. 

las saluci'ones muy viscosas son inconvenientes, pues se 

requIere de una gran fuerza de centr1fugaci6n para mover a 

las cel uhs a irav!!,s del. f1 uído de separaci 60. que puede 1 e 

slonarlas. 

Parece ser veniajoso usar un fluido de aración donde 

la v iscosidad y densid~d puedan variar casi 1ndependien-
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- Criterios para la planificacian de separación por ceritrifu-

gación: ~ráf1ca s-p • 

El conocimiento previo de 'as densidades y/o los coeficien. 

tes de sedimentación de las part'Ículas presentes en una mues-

tra, simplifica el diseno del gradiente y de las condicionas 

de la centrifugac1dn (Mireles •• n prensa}. En la figura 10 ~e 

presenta un ejempln de gráfica s-p en las que se puede obsér­

var la relación entre los coeficientes de sedimentación y las 

densidades oe b.andeo de varias part'Ículas biológicas en un gr.! 

dtante de s~carosa. 
1.0 

....,. 1.1 
"'E 

<> -... 
.2: 
"d' 1.2 
!\l 
-o 

'" e 
Q1 
-o 1.3 

....... - polisom"s 

1.4 
10

1 
102 10" 10' 10' ¡07 10& 

coeficiente d,e sedimentación (unidades Svedberg) 

Ffg, 10 grlficas-p para partfculas en sacarOSa (Mirel~s. en 

prensa) • 

esta gráfica. las densidades de flotación ha Sido dete~ 

minadas en sacarosa. En este tipo de gndiente, la maj'oria 

de las partículas. biDlógt~as tten~n densidades de flotación 

s, pero los coeficientes de sedimentación están esp!. 

10 que permite la separación parcial COn técnicas di­

fere~tes o zonales por velncidad. 
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3.4 El método de Boyuro. 

La revist6n de los trabajos publicados recientemente con 

temas teferentes a leucocitos, tanto de humanos cdmo de otra~ 

especies animales .• indica que los métodos para separar a las 

distintas pobladones celulares sanguíneas son. en genera1. 

aplicaciones o modificaciones del m'todocl~sico de separa~i6n 
. " de leucocitos a partir de sangre total. publicado por Aroé Bo-

yum en 1968.'( Boyum. 1982;. But ta e.t a..t. 1981; Bl an k. 1980; Ro­

berts. 1980),. 

E.n .este tra.bajo. Boyum describe varios sistemas para sepa­

rar l,eucoci tos de 1 a sangre y de 1 a médul a ósea. haci ando re­

ferencias especialBs a los factores que influyen y modifican 

la~ propiedédesde sedimentación de las células sangufneas. 
,. 

Los sistemas de separación descritos en e' trabajo de Boyum. 

se basan en los mismos principiOS; todos ellos consisten en 

dos fáses lfqufdas~ donde una suspensi6n de c~lulas se c610ca 

en un f.luido de separación de densidad relativamente a1ta(gr~ 

. diente). El resultado del prOGeso de separación est,§determin-ª. 

do parlas velocidades de sedimentación de las c~lulas en las 

dos fases liqui das. 

El sistema de Boyum para aislar a los leucocitos polimorf.Q. 

nuel earesconsta de dos. etapas: 

En la primera etapa se coloca a la muestra de sangre sobre 

un gradiente de Ficoll-paqu •. 
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El FicQll~paque es una soluciGn acaOll de alta densidad. 

ya que contiene 5.7 ·gr de Fleoll 400 y 9 gr de dfatrizoato 

ele sodio por cada 100 ml. El diatrhoato de sodio ftlrma so­

luciones de baja vistosidad y alta densidad con el Ficoll 

400. Puesto que las soluctones acuosas depolfmeros pesados 

como el Ficoll tienen baja osmolaridad. es necesario agregar. 

le un compuesto de bajo peso molecular. p.ej .•. diatrizoat9 

de sodio. para obtener un fluido de separaci6n ~on osmolari­

dad s.imilar al 'Plasmi'l sangufneo. También'es utilizado para 

.justa~ la densidad del fl~idode separaci5n. 

El gradiente de Ficoll-paque "atrapa" a los leucocitos en 

una interfase. mientras que los eritrocitos y los leucocitos 

poltmorfonucleares ~edimentan en el fondO del tubo. [ver se~ 

ción 3.2 y 3.3). 

En la segunda eta,. se lepara a los. granulocitos (PMN) de 

loseritroc1tos mezclandp el paquete celular oblenidoen la 

primera etapa. con una solución Oextrán T 500. Y deJando se­

dimentar a esta mElzela a 19. durante 40 minutos. La sedjmen­

tación debe llevarse a cabo muy lentamente. pues si ocurre muy 

rápido, la contaminación de eritrocitos entre los1eucoci.tos 

.aumenta. Como ya se mencionó. el Dextrán T 500 .es .un polímero 

de la 91~cosa. de alto peso molecular (500.000) que al igual 

gua el Ficol1.provoca aglutinación de los eritroc 
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MATERIAL YMETODOS GENERALES 

Procedimientos. generales: 

1. Gol ección ':1 manejo de muestras .. cle sangre. 

Las tomas da sangre se realizaron en sujetos sanos en aYunas 

una o dos horas después del desayuno. la sangre se c~'ect6 

en una jeringa por medio de una cánula insertada en la vena 

antecubítal del brazo; depositándola inmediatamente en un tu­

bo previamente liliconizado* que contenfa 10 UI deheparina 

por cada mililitro de sangre. La sangre se mezc16 cuidadosa­

mente con la heparin •. 

Fig. 11 Colecta de la muestra desangre venosa. 

'" Todo ~ ma..teJúal de. vidJri.o. que. Uegue t:t eótM en cC)I1.taetocon la muu.tJz.a. 
de. .&anglte" debeitá: 612JL plteviame.nte. ¿,meo tú;za.dQ, ¿,umeJtg,iéndo!c en ,t,Q!u.­
dón1% de. .6iliccin, (maltea l.ilicadl, tj en.ju.a.g6.ndcto J..iU Ve.C.M conagu.a 
de-6:tLtadu..··· . . 



2. Evaluación de la viabilidad celular: 

La viab.ilidad celular se determinó mediante el método· 

de exclusión celular del colorante aZul de tripano (Sigma 

Chem Co.)."CuandodiCho colorante se pone en con.tacto con 
" . 

las células. difunde hacia su interior. pero las células 

10 sacan ~e~iante mecanismos de transporte activo; asf.re~ 

1izllnd<r conteo.s delas células que permanecen sin tefiirse 

por invasi6ndel colorante. se logra evaluar la viabilidad 

celular. 

3. Dete~m1nación de la concentraci6n de pratefnas: 

Se realizó mediante el método~ de Lowry para la estima­

ción de la canti.dad dé proteínas {Lowry. e.t al, 19511; uti 

·Hzando albúmina de s.uero bovino (Sigma Chem.Co.l.como e.§.. 

tándar. 

4; Técnica de tinetón e.lular em~leada: 

Los frotis celulares se prepararon mediante la técnica 

de tinci6n de Wrtght (Merck. Méx.). 
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EQUIPO 

Las centrifugaciones se llevaron a c&bo en unaCentrffu­

garefirgerada(International Equipment Company), modo PR-2 

y se utilizaron dos tipos de rotores: 

- Rotor angular. 12 plazas (lEC 822) Radio: 6 pulgldas~ 

- Rotor horizontal, 4 plaza.! (IEC-284) Radio: 8 pulgadas. 

Las lecturas ~e absorbaftcia para las cuantificaciones de 

pr.oteina se real izaron en un fotómetro Co1eman. modo 6/20 A. 

Para aJustar el pH de las soluciones se util izó un poten. 

cfómetro, Corning modo 10 
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Los conteos celulares diferenciales se reali~aron uti11-

zando uft microscopio Zeiss. 

Las fotomicrograffas se tomaron en Qn Fotom1croscopio 

C¡irl. Zei ss. 

REACTIVOS 

Los reactivos empleados Sé obtuvieron de los siguientes 

proveedores. 

El Dextran T 500 (PM 500.000) y el Fi co11-paque se obt.!! 

vieron de los laboratorios Pharmacia F1neChemicals. Elcl.Q. 

ruro de amonio del laboratorio J.T. Baker. La all:lúmllla d~ su,l;t 

ro bovino (Fracción V en polvo) s.eobtuvo de la compañia Si:9. 

ma Chemical Co. El silic6nde la compañía .S11iclo. 



Clo~uro de Amonio 

Dextrán T 500 

Ficoll-paque .. 

LI STA DE COSTOS 

Presentaci ón 

500 gr 

100 gr. 

250 ml 

Costo 
(pesos M.N.) 

$ 340.0.0 

$10,000.00 

$50.00.0.00 
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* Los precios presentado. corresponden a1 mes ~e ju- . 

1 iD de .1982. 

* A. la fecha referida, las casas representantes del 

producto en México informan que ya no 10 venden 

pues les resulta incDsteable. 

Método de Boyum: 

Cálculo de lo~ costos para los ensayos con FtcQ11-paque. 

Por cada ml de sang~e se necesitan 1.5 rol de Ficol1-paque. 

de manera que en un tubo de ensayo cuyo di ámetro sea de 8.5 mm 

gradiente de ficoll-paque debe tener u.na altura de 2.4 cms, 

~ la iangre dilufda 3 cms. 

Sangre 3 cms 

Gradiente ficoll-paque 
2.4 c.ms (escala 1:2) 

Es muy importante mantener estas propor.ciones para que no 

se pierdan las propiedades de sep.aración delgradhnte (ver· 

secci5n 3~2 antecedentes). 
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Si se trabaja con 100 rol de sangre. para reproducir estas 

condicionesconslderemos que se utU izan 100 tubos como el 

descrito. para conservar }a altura y proporciones de los gr!. 

· dientes, por .tanto se,necesitarian 150 ml de Ficoll-paque. 

Dextran: 

Si en el mismo tipo de tubo de ensayo (10 m1), el bot6n 

de eritrocitos y 9ranu10c1tos ocupa la tercera parte. su vo1~ 

· men aproximado será de 3.5 ml, de manera que se necesita 3~5 

rol la solución de Dextran T 500 4.% por cada m1 de sangre. 

Por 10 tanto para 100 ml de sangre se necesitarlan 350 ml de 

· dicha ~Dluci6~. es decir 14 gramos de Dextrln por ensayo. 

Cos por ~nsayo (100 ml de sangre) 

150 ml Ficol1-paque: 

14 gr Dextrán T 500: 

$30.000.00 

$ 1,400.00 

$31.400.00 

Mitodo de Cloruro de Amonio b.831 

Para trabajar con 100 ml d~ sangre se necesitan aproxt- . 

madamente600 ml de soluci6n de NH 4Cl O.Sll por ehsaya. 

POr: .10 tanto se necesitan 5 gr de NH 4Cl por ensayo. 

5.1 500 Ilr $3QO.OO 

5 gr . 3.40 

costo por ensayo $3.40 



Notas sobre el informe del rendimiento celular obtenido: 

t) La cantidad total de leucocitos en la sangre en ~ arlu! 

to normal es de 50GGa~10000 célul.as por microlitro. 

ii) El porcentaje de leucocitos polimorronucleares es 

del.64.7% (eline, 1975) 

111) Dado ~U. los lewcocitos polimorfonucleares corres-

pondlna 64.7% del total de leucocitos en la sangre, si: 

1 ml de sangre total contiene 7.5 X 106 + 2.5 X 106 leuc.2, 
citos •. por tanto lm1 de sangre total contiene aproximad.! 

mente 4.8 X 106 ±l.6-X 106 células. 

iv)Galant y sus colaboradores informan que 1 mg dé pro­

tefnas de leucocitos PMN. corresponden a 20 X 106 células, 

es decir, 20 millones de células (Galant e.::t al, 1980/a). 

Considerando estos datds. el rendimiento de prote'nas se 

traduj~ a rendimiento en cuanto a namero de ~élulas. de la 

siguiente manera: 

1m9 dé prote1na • lO X 106 c€lulas. 

Un" de PfoteTna = nOmero de células. 

v) Como en 1 ml desangre hay 4.8 X 106 .+ 1.6 X 106 leucoci­

tos PMN. si la recuperación total fuera del 100% por cada mi 

¡ilitro de sangre se esperaría obtener los siguientes rendi­

'mientas en los paquetes celulares finales: 

CANTIDAD DE SANGRE 

1 

10 
80 

100 

NUMERO APROX1f.IADO DE 
LEUCOCITOS POLIMORFO 
NUCLEARES -

4.8 X 106+1.6 X 106 

48 X 106+ 1$ X 106 

384 X 106~ 128 X 106 

480 X 106:160 X 106 

RENDIMIENTO ESPERADO 
EN M¡l DE PROTEINA 

.24 ! 0.08 
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DISEP.OS EXPERIMENTALES 

implem.ntact6n del m§todo alternativo para aislar a los 

leucocitos pol imorfonucleares. se. desarrollo en 3.etapas: 

Etapa . Mltodo de a8yum 

Etapa 11 Mttodo de separación de interfases 

Etapa 111 Mltodo del Cloruro de amonio O.8~~% 
.. 

En este cap1tul0 se presentan los dise~os experimentales 

de cadamltodo realizado en este trabajo. 

ET APA 1.: r1ETODO DE SÜVUlc1 

La sangre anticoagulada y diluida (1:3) con soluci6n de 

Mael 0.9%. se coloca sobre la fase di Ficol1-paque. yse cen 

trifuga a 400 9 durante 40 minutos a 20°C. 

Los elementos figurados se dividen en dos fracciones prin 

cipales: los granu)ocitos y eritrocitos sedimentan en el foª 

.do del tubo, mientras. que los 1 infocitosy 1 a.s plaquetas per. 

manec~n en la 1nterfase de e.lulas monbnucleares. Las c~lu~ 

las de lama:;a celular del fondo del tubo. se mezeJa (vol :'1(1) 

con dextrán al 4$* y .se separa 1 a fase del sobrenadante cuaª 

do 'los eritrocitos se han depositado por sedimentación a 1.g. 

Esta se del sobrenadante ~ontiene a los granulocftos (Fig. 

12) . 

* Lo. 4olu.ción de Ve~. 4% u plte.pc!J!.a uUUza.ndo .6o.w.wn de. Nact 9% 
(;,0/110 d:U.ol.vente. 



Separaci6n(:!e leucocitos polimorfonucleares: 

Protocolo experimental: Método 'de A.Bayum. 

sobr'tnada n te 

t 
1 infocitos 

f 
sobrenadante 

t 
centrifugar' 

Sangre totai con 

~ 
d't

Uir 

colocar sobre la fase de Fko:H-p'Ql€!íue 

centrifugar 

'400 9 40 min 
• 

411J)-6Q ~ill:1l ~ 4"'C 

~< 

4GG 9 ,25 min • 20"C 

~ 1 
sobrenadan,te botón celular 

.t 
granulocitos 

¡ 
resuspender 

~ 
- pruebas de viabilidad c:elwla1:" 

-- determi nación de prote:í'na 

- conteos celulares 

- ensayos 
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muestra de 
sangre 

Ficol1-paque 
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linfocitos. 

gran~locitos 

eritrocitos 

\ 

granulocitos y eritrocitos 

eritrocitos 

/ 
g..ranulodtos 

: eritrocitos 
Dextrán 

Fm.12 MUODO DE BOYUM PARA L~ SEPARAClON DE LEUCOCITOS POLIMORFONUGLEARES 



ETAPA TI: METODO DE SEPARACION DE INTERFASES 

La muestra de sangre con anticuagulante se centrifuga a 

400 g durante 20 minutos, a 20·C. 

Al termin.ar, se ex.trae la interfase, y el plasma se me!. 

cla con el paquete de eritrocitos y granulocitos. 

Se centrifuga a 400 g. durante 20 minutos a 20 o e. 
Se.des~artan el subrenadante y la interfase; el paquete 

~e eritrocitos y granulocitos se transfiere a dn tubo limpio 

ysediluye con solución de sales balancead.as, (Vol.1:!) Se 

le agrega ~extrln 4%, en un volumen igual al volumen del p~ 

quete resuspeodido. Se deja sedimentar a temperatura ambie.!! 

te~ daraJlte 1 bota, al cabo de la cual el sobrenedante se 

separa y ¡¡e centri fu.ga a 400 g. durante 30 mi nut·os. a 20°C 

El paquete celular obtenido se resuspende con solución de 

sales balanceadas, se centrifuga a 400 g, durante 20 minutos 

a 20"e. 

Se desecha el sobrenadan te y se agregan 4 ml de solución 

de Nael 0.2% para producir ~l choque hipotlnico mezclando 

c~1dadoslmente durante 20 segundos. 

Inmed1ata~ente se le airega soluci6n 1.6% de Nael 

Se centrifug.a a 600 g. durante 20 mi nutos a 20"C. 

Se descarta el sobrenadante (Ftg 13). 
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araciónde leucoci S polimorfonucleares; ETAPA 11 
Protocolo experimen~al: Método de separación de interfases. 

sangre total, con anticoagulante 
centrifugar 

400 9 20 min, 20c e 
[ 

rl·~~.,~,--~--~--~--~~-L_-------------------'r ' 
sobrenadarite botón celular 

r-¡ --, -'---~----'II 
interfase phsma mezclar con plasma 

sob~.enadante 

SOb~enadante 
cenirifugar" 30 min, ,20oe 

, sOblnadante . 

, I ' 
centrifugar 
4009, 20 min,20oe 

I 

botón celular 

I 
botón felular 
res Ltspender 
eentri1fUgar 
400 20 min, 20ce 

ular 
choque hipotónic(). 20 seg. 

I 
resusPfnder 
centrifugar 
600 g, 20 mino 20 ce 

urar 
resl.lspei'lder 

I ' 

- pruebas de viabilidad celular 
- det~rminación de proteína 
- ~on teos ce 1 1.1.1 a res 
- ensayos t-

~------------------------~ 



g1"anu.lo­
citos 

I 
Muestra 
de 
sangre 

plasma 

linfocitos 
granUlochos 
eritrocitos 

granulocito 
eritrocitos 
NaCl 0.2% 

granulocitos 
eritrocitos 

--'-----
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.. ", 
granulocitos 
eritrocitos 

plasma 
g1"anulocltos 
eritrocitos 

granulocito!i 
eritrocitos 

Dextrán 
granulocitos 
eritrocitos 

~ 

) 

METCDO DE SEPARACION DE INTERFASES PARA LA OBTENCION DE LEUCOCITOS PMN 
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~TAPA TII: METODO DEL CLORURO DE A~tONIO 0.83%. 

Se distribuyen 80 ~1 de sangre periférica con aDttcoagb­

la~te (lO UI de heparina por mI de sangre) en 4 tubos sl~ 

liconizados~ (20 mI/tubo). Se centrifuga a 400 9 (1,500 rpm) 

a 4D C,durante 15 minutos. Se e~trae el sobrenadante hasta 

5 mm abajo del menisco del paquete celular, y se g,l:J¡arda. Ca 

dil paquete cel ul ar se trans,fl,lere a otro tubo, al' cual se 

. anaden 10 ml de la s01ución de sales balanceadas "01, 1:1 

apr6xJ se mezcla bien y se le agregan 30 mI de 1. soluc16n 

de, NH 4Cl 0.83% (vol .1:3 apr6x.). Se deja incubar I tempera­

tura amhiente durante 15 minutos. Se reune el cont •• ido de 

dos tubos, en un m~traz y se afora a 250 mI con 1. solue1ln 

de NH 4Cl 0.83%. 

Se hace lo mismo con 1 os demás tubos. Se inclI.I,oat en bano 

a 37°C, agit~ndo, suave y constantement~ durante 5 ~'nutos~ 

Sa distribuyen los 250,ml en tubo de 9.15' m. da dilmetro 

interno. y se centrifugan a 2,600 'rpm dur,ante 10 m:inutos a 

20 Dt. Se desecha el sobrenadante hasta 2 6 3 mm arriba del 

menisco del paquete celular. Se reunen los boto~es de todos 

los tubos en un solo tubo. Se centrifuga a 2,600 rP'lll. dura.!!, 

10 minutos a-20°C; Se resuspende al paquete celula, obt~ 

nido con solución de sales balanceadas (Tabla 2) €Ftg. 14). 
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Separación de leucocitos polimorfonucleares: ETAPA III 

Protoco lo ex.perimenta 1: Método con cloruro de amonio 

Sangre total, con anti coagul ante 

I 
centrifugar 

400 9 • 15 min • 4PC 

1 
sobrJnadante 

1 
botan celular 
. I 
resuspel1der 

I 
agregar NH4Cl 0.83% 

15 mi n l' temperatura ambi.en'te 

agregar NH4Cl 0.83% 

! 
sobrenadante 

sOQrJnadante 

. 1 
incubar 
5 min • 37"C 

. 1 
centrifugar 

700 9 • 10 min , 20"C 

I 
botdn celular 

resusp¡ender 

centrifugar 
700 9 , 10 min 20·C 

I 
botón celular 

I 
reSUSP{nder 

- pruebas de vlabil idad celular 

- determinación de prote1na 
-conteos celulares 
-ensayo adrenoceptores beta 



~ 
p1asma 

linfocitos 

granulocitos 
eritrocitos 

~ 
granulocitos 
eritrocitos \ 

! 
membran<\~ 
deeritr'ocitos 

nulocitos 
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gr anu 1 oc itos 
eritrocitos 
NH4Cl 0.83% 

FIG. 14 ~lETODO DEL CLORURO DE AMONIO 0.83% PARA LA SEPARACION DE LEUCOCITOS Pt4N 
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TABLA 2:. PreparaciÓn de la soluci6n de sales ba-

lanceadas. Est.a solución se prepara a partir de dos soluci,Q. 

n es o ri 9 i n a les : 

SOLUCION A: 

Glucosa 

CaC1 2·2H 2O 

MgC12 ·6H2O 

. KCL 

Tris 

SOLUCION B: 

NaCl 

Concentración para 1 lt· para 100 mI· 
(gr) (gr) 

0.1 1 0.1 

50.1'1 0.0074 0.00074 

.98 mM 0.1992 0.01992 

5.4 mM 0.4026 0.04026 

.145 M 17.565 1. 7565 

Se aforan las soluciones cOD.agua destilada Y 

el pH se usta a 7.6 con HCl lN. 

Conc entrad ón 

0.14 M 

para 1 lt. 
(gr) . 

8.19 
I 

para 100ml. 
. (gr) . 

O.lH9 

Se prepara la 501~ción de sales. balanceadas. ~e 

. mezcla un vo1umen de la soluctón A. con 9 VblG­

men~s dela ~oluci~n B. 



R E S U LT A D Q S 

En este capitulo se presehtan los resultados obtenidos 

en cada una d~ las etapas. Cad. etapa corresponde a uno 

de los métodos: 

EtaPa 1: " Método de Boyum. 

Etapa II: Método de separación de interfases. 

Etapa 111: Métocio del Cloruro de Amonio 0.83% 

Los par6metros evaluados son: 

-' Rendimiento celular. 

- Viabilidad celular. 
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- Pureza del paquete celular obtenido [conteos celulareS 

diferenciales) . 

- Anál isisde la morfología. 



3: LIU"lI 'IlJU a 

Ren 1m fÉi-ñtoen 
mg.de proteína 

Cantidad de (referido a 
80 ml de san- Rendimiento en número 

f--'-'-~'-"::";;':';;"':'2-_..--'-:"';:":_-"=;''----':.c..:..l,-+-..::.:.i<'--.• =--''-'-';...:.:=..:cc.:=--I--'''---'';'-=-='':~. ,,:,,:c_.:.L)":"· _t--_d e cé] u 1 as --,---+---'-':;':"';-'-"'-~-"-'----t 

. interfase interfase interfase - 6 interfase 
botón 6.7 5 botón 11 . 7 I bot6n 234 X 10 

45 la fracción recuperada fue ínfima <50 
interfase 

45 La fracción recuperada fue ínfima 
!----·-·--~i-----~-----~----

10 

80 

45 interfase interfase 
botón 6.0 botón 

111- X -.1982 1 80 interfase 0.54 I - bot6n 6.0 

¡ 23-IV~ 1983 
1- ~ I 28~lV -19831 80 interfase 0.48 interfase O.4~ 6 
¡ i bpt6n 4.0 botón 4.0 i bót6n 80 X 10 

0'1 
O> 



TABl.:A4::RESl:tTADOSOBTENlOOS APLlCANOO mODO DE IDM 

Referencia Conteos. diferencial es(";) 
Un 

18 
96 2 

las cé 1 u las estaban muy dallada"'Cs~.n~o"-:;'se-::--::p-::uTo:'--;-==---j¡-;--:~"a::-:s:'-----
I 

-+ 
81 17 2 

lntefa·se 
botón 

~--=1982 . lnterf a·-cs":""e --+--~ . .,..~,....-,.---,'-r....------.:-=c--I--_____ --,,,-::'--.....-r-:-=,-:-cr--:-c..,,--..i.-------------r 

i botón 97 2, 
I n~t)( -1982 as ce u as estaban muy dañadas ,no se pudoidentiffcarlas -----~ 
j 82 10 8 
1 m: IX - 2 interfase u as- estaban muy dañádas ,no se pudo identifiCarlaS 
i I botón 1 
rn-:rr:I!J8t i nterf ase-----¡--------,-7:::----::-1!1='r=-===~...::::-:-=;;::-;¡-:-:::---=-.:-:::-:::=---::.r==:¡;-r::'::="=-::------------t 

S:'TV=-1983 

botón 

fnterfase 
botón 

rnterfase 
botón 

m 
--.... 



Referencia 

6- IV-1982 interfase 
botón 0.4 83 14 

12- IV-1982 interfase 70 30 
botón 0.84 99 1 

22- IV -1982 interfase 41 1 58 
botón 5.73 92 8, 

29- IV-1982 interfase 
botón 4.85 88 4 8 

4- V -1982 interfase 48 1 50 
botón 1.4 100 

7- V -1982 I 33 66 
75 24 

lO-V -1982 interfase 39 2 58 
5.1 90 10 

11 .. V -1982 interfase 10 B8 
3.48 91 1 B 

12- V -1982 56 3 41 
98 1 1 

18- V -1982 
botón 97 3 

19- V -1982 interfase 
botón 

Ir 

95 4 
U 

'" C'O 





TABlA 7: RESULTADffi OBTENIDOS APLICANlO EL METCOO DEL CLORURo DE J.V-ffiIQ 

Referencia. I Cantidad de sangre Rendimiento en 1 Rendfm~ent() en Via.bilidad 

celular (%) 

3~Vm-1982 80 12.46 249.2 X 105 

5~VII 1 ~1982 80 13.Ó 260, X 106 98 

1O~Vm:'1982 80 7.2 144. X 106 95 

12~VIII~1982 80 2.2 44. X 106 94 

13':Ym~1982 80 6.2 124. X 106 92 

17 -VUI-1982 80 9.1 182. X 106 60 

19-VIII-I982 80 11.7 234. X 106 85 

23'-VIII-1982 80 7.1 142. X 106 88 

23··YrII-1982 80 

26~VlII-1982 80 6.2 124. X 106 87 

3I-VII 1 ~19S2 SO. 5.4 108. X 106 89 

3I-VIII-1982 80 -
2- IX .-1982 80 10.9 218. X 106 90 

23- IX -1982 80 11.6 232. X 106 90 

28:" IX -1982 80 10.49 209.8 X 106 89 

24- II -1983 80 13.3 266. X 106 90 

14.1 282. 106 97 

mg )(=<88.9% 

cV=37.3% 
5"5.97 

fV=6.7% 
...... 

, SFj=°·25 
o 

¡¡±2S¡¡ = . ~+ S{¡¡~=1.65+ . 
. =8.9---..9.9 x~2S(x =88.~3.3 

lntervalo de confianza a195%=85.6----::>92.2 = 85.6 ~92.2 



Re'ferenci a 

3-VIII-1982 . 

5-VrII-1982 

10~VIII -1982 
, 12-VIII-1982 

lJ-VIII-1982 

¡ 17-VIII-1982 

19-VIII-1982 

23-VIII-1982 

23-VIU-1982 

26-VIH-1982 

31-VIII-198Z 

3I-VIII-1982 

2- IX -1982 

23- IX -1982 

28- IX -1982 

24- II -1983 

2.7- V -1983 

TABLA 8: RESULTADOS OBTENIDOS J.\PLICJIH)O· LA TECNIQ.\DEL~ItlRODE/fI(X'lIO 

68 

94 

95 
96 

9.7 
88 

93 

97 

89 

92 

90 

90. 

95 

75 
92 

preparaciótl final obtenida: 

Eosil'l6filos 

5 

3 

1 

2 
3 

3 

5 

1 

2 

2 

3 

. ;;"'92.5% 
5=7.09 

cv=7.66% 
_+ S(~y ... 44 +' 
x-ZS{x)=92.5-.88 

1 

,. 

3 

4 

3 

.-
7 

7 
3 

8 

6 
5 

9 

2 

23 
8 

i nterva lo de conf; anza al 95% = 91.6---'-+ 93. 4 

1 

2 

2 

1 
,. 

..... ... 



TABLA '9=COf'1P 
, "DE, B 

ION DE lOS RESULTADOS OBTENIDOS CON EL METODO 
y CON EL NETODO DECLORURO DE AMONIO O.8},% 

DE BOYUI'1 
,-~--

(resu ltadospub 11 cados por 

en 1968.ypor'Pharmacia Fine 
Chemicals en 1974). 

i) obtención de linfocitos 

porcentaje de 
recuperación 
del totál de 
leucocitos de 
1 a sangre 

35.% 

--~~-~----+-" 

ii) obtención de PMN 48.7% 

-----~- ------

DEL 0.83% 

obtención de Pf;IN 37.% 

I Viabil idad 
celular 

90% 

99% 

92.3% 

Pureza del Contaminación por ¡Tiempo de Obl Costo por ensayo 
la prepa~ otros tipos celula tendón -- (para 100 ml de 
raci6n. I res. - (apróx) ¡ sangre) 

90% 

90% 

89% 

(/UN) ($ M.N.) 

. I 

35% PMN 

10% eritrocitos 80 $30000.00 

~5~~%m~~~~~~~~tosL70. _ I *!1~:~~ 
$31400.00 

------
.9% monocitos 
6.87 1 infocitos 
membranas de I 
eritrocitos 60 $3.40 

-1 

" N 
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ASPECTOS ~10RFOLOG 1 COS 

Las fotomicrograffasque se presentan a continuación fueron 

tomadas con un microscopio Carl Zeiss con un sistema de ca~ 

po claro. El tipo de pel1cula empleado fue pancromltica Ko­

dak Plus X. Cada fotomicrografia presentada tiene 3.3 aumen 

tos posteriores. y todas se prepararon en frotls. 

SANGRE TOTAL 

Fig. 15 Fotomfcrograffas de una extensión. 
de sangre humana teñida con la sQ 

1 ud ón de Wri ght. Sé observan nu­
merosos eritrocitos y un 1 eucocl­
to pollmorfolluclear. 

Fotomicrografía de la izquierda: 
aumento: X 160. 

Fotomicrografía inferior: 
aumento: X 400. 

12pffi. 



ETAPA r· 

METODO BOYUM Interfase Ficoll-paque 

74 

10 ,m 

Fig. 16 Fotomicrograffa que muestra el aspecto general de las células separadas 
en la interfase de Ficoll-paque. Se observan linfocitos. (L), Aparecen también 
una gran cantidad de eritrocitos contaminantes. Aumento 100 X. 

10 )lm. 

fig. 17 Leucocitos de la interfase de Ficqli-paque. Población 
da principalmente por 1 infocitos (L). Aparecen numerosos polimorfonuGh,,,res 
(PMN). La contaminación por eritrocitos ha sido considerablemente P.EE. 
ro SU!; fantasmas celulares permanecen en la preparación (F.e).Aumento 100 



Ir! 

75 

ETAPA 1 

MErO DO DE BOYUM Sobrenadante de Dextrán 

Fig. 18 Aspecto deJos leucocitos separados en la fase del sobrenadante de Del< 
trán Población constituida en más del 90% por leucocjtos polimorfonucleares -
(PMN), sin emhargo aparecen linfocitos (L). La contaminación por eritrocitos 
es prácticamente nula por la aplicación del choque hipotónico. los leuco~itos 
también han sido dañados. Aumento 100>:". 

10 )1m 

Fig.19 población de leucocitos 1'101 imorfonucleares aislada mediante el método 
de Boyum. Nótese que la población es muy homogenea. pero las células están muy 
maltratadas. Aumento 100 X. 
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ETAPA II 

MtTODO DE SEPARACION DE INTERFASES. 

21 

Fig. 20 
En .este campo se observa 
a las celulas en 

la interfase. Es una pobla 
.ciÓn hetero.géflea consti-­
tuida ·por linfocitos, 
'rosos eritrocitos (muy 
fiados) y PMN. 
Aumento 100 X. 

10 pID 

Aspecto general de la población de leucoc; 
tos polimorfonucleares atrapados en la fase 
de 1 sobrenadante de Dextrán. Nótese. 1 a au­
sencia de linfocitos, pese a qije no se ut; 
1 izó Fico l1-paque. Se observan tambi én nu:­
merosos fantasmas celulares. El daño ce1J;l­
lar aún es considerable. Fotomicrografía de 
izquierda aumento 40 X. abajo aumento 100 X 

10 pm 
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ETAPA nI 

METODO DEL CLORURO DE AMONIO 0.83 S 

12 t!Ill 

1:''19. 22. Aspecto 9.eneral de la, población celular obtenida mediante el ~l! 
, todo del cl,fruro de amonio. 0.83%. Practicamente el 100% de las c41ulas son leu. 

cocitos polimorfonucleares. Aumento 40 X. -

12 ¡m¡ 

obtenida mediante el método 
",'u'¡'"lrn morfo16gico de las células 

obtenidas mediante los· métodos 
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ETAPA UI 

METODO DEL CLORURO DE AMONIO 0.83% 

Fi~".; 24. leucocitos pOlimorfonucleares obtenidos mediante el métQ. 
do del cloruro dé amoni·Q 0.83%. Aumento 160X 

Fjg~ 25 Leticucftos 'Imorfdnucleares. Aumento 400 X. 
, I : 
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ETAPA III 

METO DO DEL CUORURO DE AMONIO 0.83% 

Fig. 26 Leucocitos PMN obtenidos medi.ante el método del cloruro de 

amonio 0 .. 83%. Aumento 400 X. 

79 
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DISCUSION y CONCLUSIONES 

Los }eucocitos son u~a valiosfsima ~erramtenta experi­

mental y son un tejida h~mano accesible; sin embargo para tra 

. bajar con ellos 'es importante tener en cuenta las siguientes 

consideraciones: 

l.oslinfocitos constituyen una población celular heterE,. 

gtiÍlea integrada por dos subpoblaciones celulares bien definl 

dad. pero ofrecen la ventaja de que los linfocitos T tienen 

un tiempo de Vida mediA muy largo. del orden de anos. 

Por otra parte los leucocitos polimorfonucleares. pese 

a que tienen un tiempo promedio de vida muy corto, de aproxl 

madamsn 6 horas, son 10$ leucocitos m§s numerosos y consti 

tuyen una poblaci6n celular bastante homoglnea,ya que el ~6% 

de estosgranulocitos son neutrófilos y en los estudiosrea­

.lizadoshasta la fecha, no se ha informado que existan subP2. 

1)] Be; ones de neutrófi los. 

Muchns aspectos y propiedades de los leucocit6s han si­

do sometidos a estudio para caracterizarlos de manera preci­

sa: y detallada. sin embargo e.n muchos casos se ha llegado a 

concl~siDnes confusas. 

Las contradicciones y diferencias encontradas, pueden 

ser débfd~s en ~~ena medida a la contaminaci6n de otros gru­

pDscelulares por un bajn l'mitede resoluc16n del mltodo de 

aislamiento empleado. 
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n 
El Mltodo de Boyum para la separaci6n de leucocitos me-

diante Ficol1-paque, ha sido diseñado principalmente para 

paraf linfocitos, y secundariamente para separar otros ti 

pos celulares como granulocitos polimorfonucleares y monoci­

tos. 

Cuando se trabaja con volúmenes de sangre pequeños los 

resultados de viabilidad y pureza de .1a preparaCión de linfQ 

citos son bastante buenos, mis de 90% en cada caso. Sin em­

bargo, además de la éxistencia dé contaminación por otros ti 

pos celulares,como granulocitos en porcentajes menores al 

5%y eritrocitos en porcentajes menores de 10%, la recupera­

ci6n del total de leucocitos en la muestra de sangre ini­

cial, es menor 36%. 

En cuanto a la reproducibiljdad del mAtodo. es muy im­

. portante hacer hincapiA en las capacidades de los gradientes 

de Ficoll-paque y de Dextrán T 500, Y al tipo de rotor que 

se deb~ usar. 

En este trabajo resultó muy.dif!ci1 reprodUCir las con 

dictonss ideales para obtener resultados satisfactorios. PA 

ra trabajar con v6lumenes mayores de sangre se pueden ~tili 

zar tubos de mayord1lmetro. pero es muy importante coftser­

var la misma altura del gradiente que se describe en el trA 

. bajo original. de otro modo la densidad de la muestra resul 

ta mayor que la densidad del gradiente de Dextrln. y al ~o­

brepas~r la capacitad del gradiente se pierden las propiedA 

de separaci6n. Aunque la centrifugaci6n en gradientes de 



densidad se ~uede realizar en un rotor de ángulo fijo, es 

preferible trabajar utilizando un rotor de columpio para 

evitar el. efecto de pared (ver sección 3.3). 
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Otro problema que se presentó fue la excesiva contami 

naci6n por eritrocitos en las preparaciones finales. Esto 

se trat6 de solucionar mediante la aplicaci6n de Choques 

hipotónicos con cloruro de sodio 0.2% durante 20 segundos, 

pero los resultados fueron negativos pues este proceso co~ 

tribuia mis a la pérdida de células y las maltrataba aún 

más. 

Debido a los resultados insatisfactorios obtenidos, a 

las dificultades encontradas en reproducir las condiciones 
. 11 

de obtención descri tas por Boyum, a 1 a necesidad de lograr r§. 

cuperar la mayor cantidad posible de granulocitos por cada 

muestra de sangre, a la imperiosa necesidad de cantar con 

un método prlctico que permitiese trabajar con volOmenes 

de sangre suficientemente grandes por ensayo para lograr 

obtener cantidades celulares adecuadas, para poder satisfa­

cer los requerimientos de los ensayos de unf5n,y a la igual 

mente imperiosa necesidad de obtener preparac10nescelulares 

suficientemente ~uras. para poder descartar variables por 

poblactdnes celulares heteraglneas, hubo que prescindir del 

use de gradientes de Ficol1-paque y Dextrln. Ademls, el cos­

to de ensayo para una muestra de 100 ml de sangre es de 

$31 .. 400.00 pues estos reactivos son excesivamente caros. En 

, julio de 1982 el costo de 250 rol de. Fico11-paque era de $50000.00 
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y de 500 gr de Dextrln de $50.000.00 y las casas repre(entantes 

de estos productos en Mix1co. suspendieron la venta ~el f1col1-

paque por .incosteable. 

Se han probado diferentes mitodos y salutos para Separar 

leucocitos como procedimientos de electroforesis. distintos gr-ª. 

dientes discontinuos de densidad. mecanismos para lisar a un ti 

po cel!.!la,r especHico. Sin e.mbargo. en este trabajo. dada la 

sencillez del mAtodo. se optó por lisar a los eritrocitos ton 

sol~ci6n de cloruro de amonio O.j3%. con base en los trabajos 

publicados por Lee eA: al, (1981);por Ruoho et a:l, (1980); y por 

Shimizu y Khan. (1982). Si n embargo. pese a que con este proce­

dimiento Se lisan eficazment~ a los eritrocitos. 10$ dos prime­

ros grupos de autores emplean Ficoll-paque, y los últimos auto­

res describen una ticnica para separar leucocitos del brazo de 

ratones. 

tos autores informan que los leucocitos nO sufren alter-ª. 

ci~nes al ser exp~estos durante 30 minutos a la soluci6n de cl~ 

ruro de amonto 0.83% y que mantienen una viabilidadmayo~ al 90%. 

mientras que a los 10 minutos todos los eritrocitos quedan lis-ª. 

dos (Shimizu y Khan. 1982). y el rendimiento celular es mucho 

.más alto que el obtenido mediante,las tienieas de 9'adientes de 
, 

. 11 

dens idad descritas por Boyum. 

~l metodo de separaci~n de interfases. se habla l09rad~ 

prescindir de' Ficoll-paque, más no del Dextrán T 500. 

Sinerobargola prepa,ración final seguía. siendo insatisfact.Q. 

ria en cuanto se pu~de pareeiar en las t~blas de resultados y 

en las microfotograf1as. Por esta r.az6n, se optó. por cO,mbi­

nar las Ixperiencias obtenidas con el mitado de separaeidn 

de interfases, y combinar los primeros pasos de este método. 
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con los procedimientos para lisar eritrocitos con cloruro de 

a.moni o 0.83%. 

Be esta manera se logr6 prescindir del uso de Ficoll-paque 

y Dextrln obteniendo resultados satisfa¿torios en cuanto a re 

cuperaci6n y vi.abil1dad celular. como se puede observar en las 

fbtomicrogra'fas y en las tablas de resultados . 

. El método .de cloruro de amonio 0.83% es un procedimiento 

alternativo para separar leucocitos polimorfonucleares. Con 

dicho proced1~iento se ha logrado obtener una preparaci6n c~ 

1ular que contiene: 

- un 94% de leucocitos polimorfonucleares. 
- la viabilidad celular promedio es de 90% 
- en ocasiones ha permitido recuperar te~ca del ~O% 

del tot~l de leucocitos polimorfonucleares de la. 
sangre, brindando suficiente cantidad de protefna 
específi ca. 

El empleo de la solución del cloruro de amonio 0.83%, re w 

s ultacons i dera b 1 emen t.e¡;¡á s barato que el emplear Fi col1 w pa ~ 

que y Dextrán, 500 gr ~e Cloruro de amonio cuestan S340~OO y 

un ensayo con una muestra de 100 ml de sangre, no requiere 

mis de 5 gr de cloruro de Amonio. 

Ademis este reactivo se puede conseguir fácilmente en 

nuestro pals. 

Con el mltodo de Cloruro de Amonio 0.83% descrito e~ e~te 

trabajo, se ha logrado obtener preparaciones con suficiente 

¡¡rotalna es.pecffica, en buenas condiciones de pureza y viab.i 

l1dad por lo que se propone que este Mltod~ puede ser muy. 

ntil. Sin embargo. es muy importante hacer notar que si bien 



85 

existen expe~ienc1as y trabajos anteriores.' presente. en 

los Buales se informa de la eficiencia de la solución del 

cloruro de amonio 0.83% para lisar selectivamente a los er! 

trocitos, es necesario cuantificar y determinar con mayor 

. precisi6n la selectividad de esta acción lisadora del clor~ 

ro de amonio. es decir, si efectivamente no. altera de algu­

na manera a los leucocitos polimorfonucleares. 

En la literatura consultada ~o se encontró una explica~i6n 

del mecanismo por el cual 1. soluci6n del cloruro de amonio 

0.83% lisa. los eritrocitos. 

Sin embario. se sabe que al disolver cloruro de amonio en 

agua. las molªcul~s Se disocian de acuerdo a la siguiente rea~ 

ción: 

Con el agua se encuentran 

do. ocurre que: 

H20 " 

NH + + Cl - H++ + 
4 

iones 

OH-
" 

NH + + Cl-
4 

hidrógeno y 

::. H+ + OH 

iones 

-.:::" NH 4OH+Cl + 

hidróxi-

H+ 

El hidróxido de amonio es un electrolito débil. y por tan 

to en agua no tiende a disolve~se y se conserva como tal. Los 

iones clDruro de hidronio no forma~ leido clorhfdrico. puesto 

que el ácido clorhfdrico es un electrolito fuerte. asf que en 
.. + 

agua el eati6n H y el aniGn Cl tienden a quedar como tales. 

Al haber menos tones hidroxilo disponibles. el excedente de 

hidr6geno provoca un cambio de pH. Esta as 11 causa de que 
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esta disolución en vez de tener un pH=7, como era de espera~ 

.5e. tenga pH inferior a 7. es decir, es una solución leida 

(I-lorris, 1974). 

Aunque la membrana del eritrocito e.s libremente permeable 

a los iones cloruro, en condiciones normales la concentraci6n 

de iones cloruro. dentro de las c@lulas es solamente del 70% 

de la que está presente enel plasma sanguíneo. Esta asime­

tría entre las conc.entraciones de los aniones m6viles cloru­

ro, puede atribuirse al efecto de Donnan-Gibbs, puesto que 

dentro de eritrocito hay una gran concentración de iones de 

prote'nas a los cuales la membrana no es permeable. (Morris. 

1974;). De estos proteinatos, la prilJcipal debe ser la hemoglo 

bine. pues corresponde a un tercio del pesa seco del eritroci 

too 

Por 10 tanto, la lisis de los eritrocitos puede deberse en 

tonces a dos ca~sas: 

1.- Variaciones en el pH del medio que provocarianaTtera­

ciones en la canformactOn de las ~rotefnas estructu­

ralesrlel eritrolema. 

2.- Entrada masiva de ionas cloruro al interior de los e~i 

trocitos. 

Ade~.s de corroborar la selectividad de esta acctOn lisa-

. do.". cloruro de amonio, tambtAn es recomendable realizar 

~,s ensayos para corroborar si el tiempo de exposici6n de las 

ellulas al cloruro de amonio que se propone en este trabajO, 
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el óptimo. Estas determinaciones se proponen por la vari~ 

bilidad encontrada en los resultados recuperación (ver t! 

bla de resultados de la etapa 111). De esta manera se pre­

tende lógrar que el m~todo sea reproducibl. y confiable. 

Cónviene también precisar si-la solución de Cloruro de 

Amonio tiene otros componentes que pudieran interactuar con 

las cilulas aisladas." 

La viabilidad de los leucocitos PMN se evaluó mediante la 

prueba de exclusión del colorante azul tripano; p~se a que 

la determinaci6n del porcenta}e de viabilid~d. cllular media~ 

esta tlcnica es 'comunmente aceptada se puede ar:gumentar. 

que mediante este mltodo no se está valoransJo adecuadamente 

a la viabilidad de las cilulas. Estudios posteriores emplea~ 

do ticn;cas de cultivo de tejidos pueden "ayudar a evaluar e~ 

te aspecto de mariera mis satisfactoria. 

Los ensayos para determi nar 1 a actividad de 1 a adenil-ei­

elasa mediante la generación de' M~P cíclico suelen'fbrmar pa!. 

t~ de los protocolos de investigaciones sobre adrenoceptores 

y también pueden ser considerados como un índice de la viabi 

lidad célular (Boxer ex a.l. 1980; Galant. et al,1980/a ybDávies. 

y Lefkowi t.z. 1980; t4i 11 iams et • 1976). 

Por otra parte, hay que mencionar que existe un problema 

aDn abierto, que tiene el método de obtenci6n planteado en 

este trabajo, y que es muy importante. Este problema consis­

te en que si bien se efectuaron estimaciolllsde la recuper~ 

ci6n de leucocitos polimorfonucleares, no se ha evaluado cuan 

t,itativamente y de Ilíanera más objetiva"el rendimiento de leu 
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cocitos PMN de la sangre; así que para solucionarlo es nece~a 

rTo cuantificar el rendimiento de granulocit.os. en mg de pr.Q. 

telna o en nOmero de cllulas por mililitro de sangre una 

vez obtenida la preparación libre de eritrocitos. Como sep,!!e 

de dedoctr. este punto est~ muy relacionado con el aspecto 

de la lisis selectiva de la soluciOndel cloruro de amonio 

0.831 mencionada en el plrrafo anterior y puede ayudar a re­

ducir el volumen de la muestra, para extraer la cantidad ml­

nima de sangre. 

Para que la preparaci6n de leucocitos polimorfonucleares 

obtenida mediante el procedimiento del cloruro de amonio ~.83% 

sea más pura. es posible evitar la contaminaci6n con membra­

nas de otros tipos celulares que ya han sido lisados median­

te "lavados" repetidos del paquete celular con solución amor. 

tiguadora. 

Para los ensayos con receptores, es especialmente recomeR 

.dable hacer varios lavados celulares hasta que la preparación 

sea suficientemente pura porque la sola presencia de m.mbr~ 

nas de otros tipos celulares puede conducir a falsos resul­

tados de poblaciones heterogéneas de adrenoceptores. Para e~ 

te tipo de ensayos es necesario que en ]a preparación final 

no queden más que células enteras de un solo tipo, y que se 

extraigan las membranas de otros tipos celulares. 

Como este mltodo de aislamiento de leucocitos polimor. 

fonucleares se desarrol16 para poder estudiar posteriormen­

te los adrenoceptores beta de estas cllulas, es importante h~ 

ter ciertas consideraciones con respecto a dicho estudio de 
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los adrenoceptores beta de los leucocitos. Analizando de ma· 

nera global las investigaciones recientes realizadas para 

eltudiarlos. se puede concluir que si bien han brindado 

mucha información al respecto, es necesario que en investi· 

gaciones futuras: 

1.- Se determine y caracterice 

el número, coma la afinidad de los adrenoceptores bet,a 

en cada uno de los grupos de leucocitos. Es decir, d~ 

fin1r las caracterfsticas y propiedades de los adren~ 

ceptores beta de cada grupo de leucocitos, porque co­

mo se ha mencionado anteriormente. es muy probable 

que los a d renocep to res de ca da grupo de 1 e u cae ;,to s p.r.e 

senten características propias. De esta manera se co!!. 

tará con un grupo control cuyos parámetros estén defi 

nidos. Tamb;ln es im~ortante determinar qué interva­

los de variabilidad son aceptables en condiciones no!. 

males, ya que pese a que se han realizado numerosas 

investigaciones para caracterizar a los adrenoceptores 

beta de 10$ l~ucocitos. tanto linfocitos como PMN. de 

personas normales sanas, e~iste gran disparidad y con 

fuiión entre los informes de los distintos grupos de 

investigadores. 

En este sentido. es muy recomendable trabajar con los le~ 

coci polimorfonucleares. en especial con los neutrófilos. 

por las caracterfsticas mencionadas con anterioridad. 
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2.- Definir qul parámetros producen modificaciones en los 

adrenoceptores beta d~ los leucocitos polimorfonucle~ 

res. para tener un control de variables adecuado. Den 

tro de estos parámetros deberá corroborarse si el cl~ 

ruro de amonio 0.83% no altera a los adrenoceptores 

beta de estos leucocitos. 

Una vez establecido un modelo bien definid.o en el que hayan 

sido adecuadamente descritos y caracterizados los adrenoceplo 

res beta de 105 leucocitos polimorfonucleares. deberán comp.!:.o 

barse las hipótesis que han sido supuestas: 

que '.05 adrenoceptores beta de estas cllulas. son simi 

lares a loi adrenoceptores beta de las cllulas de otros 

tej idos. 

- que los cambios ~bservados en los adrenoceptores beta 

de los leucocitos son representativos de los cambto~ 

acOrridos en los adrenoceptores beta de lascªlulas de 

·otros tejidos. 

los estudios e investigaciones futuras en los que se emplee 

a los leucocitos polimorfonucleares como modelo. pueden contri 

buir a ampliar los conocimientos sobre la modulación por ne~ 

rohormonas de las funciones fisiológicas medidas por adrenoc~p 

tores .• sobre losme.canismos hormonales mediante los cuales 

se induce 1a activación de la adenil-ciclasa y sobre la ~egul~ 

ción de estos adrenoceptores en el hombre. Tambi~n pueden con 
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tribuir para entender la relaci6n entre modificaciones de 

los adrenoceptores beta y la etiologfa de enfermedades c~ 

mo la hipertensión arterial esencial, así como losmecanis. 

mosde acctan de cieftos fármacos empleadoi en su trata­

miento. 

Mariana NOftezZOftiga 
Dtc1emb~e de 1983. 
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