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KTRODUCCTIOM

Un gran nlmero de experimentos e investigaciones se han
realizado tanto .Lr wive como {n vitre en las cé]u]as y teJi?
dos de muchas especies; sin embargo, los estudios en el hqm-
“bre han»sidoVGSStaculizados por la dificultad de obtener t;}
jidas ¥ cé1u1as'para~reéiizar ensayos. Los adipocitos y 1&5'
células sanguineas, forman parte de tejidos humanos cuya ad-
quisicifn es relativamente facil y con los cuales es fa;ti;‘
» ble realizar estudics directos en células humanas.

' Junto con los eritrocitos y las plaguetas, los 1eucaci{f
tos constituyen los eiementos sanguineos figurados. Les 1é§f
cocitas%pueden ser ‘considerados como un solc organo sumamep.
-te disperso, constituido por tres tipos celulares printipéé
les, los granulocitos o polimorfonucleares, los Iiﬁfccitos‘
y los fagocites mawanuc?eares, cuya funcidn = comiin es 1a
défensa del organismo contra.agentes invasores, y que estdn
reiécionados por sus orfigenes embrionaries. Debido a sus ci'
~ractéristicas especiales y a la faéi1$dad con gue se puede
~tra§ajar con ellos, Tos leucocitos han sido utilizados camd
una herramienta experimenta1 en una gran Qariedad‘de’éreas'
de investigacién' diversos aspectos han sido sometidos a es
tudio, brindando una extensa 1nformac16n en diferentes Yy

nuy variaéas especialidades.

Fntre Tas mﬁ?tip1és caracteristicas y propiedades de los

leucocitos, estd Ta presencia de adrenoceptores beta, que ha




sido extensamente demostradd tanto en linfocitos como en po
‘limorfonucleares. E1 haliazgo de este tipo de receptores adre
nérgicos en los leucocites, abrid un vasto campo para inves-
tigacidn.

Dentro del érea'de investigacidn clinica, la presencia de
adrennceptores beta en leucocitos es de especial importancfa.
 Se han descrito una gran variedad de situaciones clinicas co
mo alteraciones patol§gicas, condiciones fisio?ﬁgicas e in-
fluencias farmacoldgicas, en las cuales los adrenoceptores
ipueden estan modificados. Se acepta que el estado de los adre
‘noceptorés beta de los lTeucocites, puede ser considerado <g
mo un indice del estado o madificacioﬁes de los adrenocepto-
‘res beta de las @é?u?és de tejidos y 6rganos internos‘diff-
ciimente arcesibles para realizar estudios de rutina. E1 es-
tudio del estado de Tos receptores y 1os‘fen6menos de enlace
con suys ligandos, se realiza mediante ensayos de unidn con
Tigandos radiactivos.

Existen antecedéntes de trabajos en los que se ha utiliza
do en Tos ensayos 'Ia‘unién de un agonista radiactivo, como.
una herramienta para estudiar a los receptores de la insulina
asf como a los receptores de otras hormonas. Varias investi
gaciones han brindado mucha informacidn sobre los mecanismos

dé'la acciﬁn hormonal, y también sobre la relacidn entre’Tos'
desﬁrdehQS‘clfn%css y las alteraciones en Tos receptores hor
monales. A A‘

En numerosas publicaciones se plantea gue los estudios de
unidén con adrenoceptores beta en leucocitos, pueden ser empteg“

dos cowo modelos para entender los mecanismos y alteraciones
1




patoiﬁgicas_regalaqas por adrenoceptores beta, sin embargo pa
ra poder realizar estos trabajos; gs necesario disponer de un
método de aislamiento que\separe‘eficientemente a la. pobiacidn
celular deseada de las demds c&lulas sanguineas, causando. el
“minimo posible de alteraciones y perturba;ionesfcelalares.'

La importancia de este método de aislamiento salta a la
vista, puesto que puede contribuir en numerosas y mﬁ]tip?es
dreas de investigacifn ¢linica y bésica, siempre y cuando sea
suficientemente confiable para poder ser utilizado como una
herramienta, para diferenciar situaé1ones nofma]és de altera-
ciones patolégicaé, teniend§ la seguridad de que no se trata
de un artefacto.

ta revisidn de los trabajos publicados recientemente con
temas referénﬁes a ieucocitos, tanto en humanos como en oiras
especies animales, indica que los métodos empleados para sepa
rar & las distintas poblaciones ce1u?ares‘sangu?neas son, en
general,‘aplicaciones o modificaciones del método cldsico de
separacidn de Teuéécitos a pértir de sangre total, publicade
por Arné Bdyum en 1968. |

Con la técnijca reportada por Bﬁyum, se logra separar
a los distintos tipos de leucocitos, con base en sus distintas
velocidades de sedimentacibn, asT como por los diferentes gra
dﬁentes de densidad derivados del uso de macromoléculas como

- gt Ficoll-paque y el Dextran T 500.
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En la mayorfa de los trabajos publicados sobre adrenocep-
tores beta de Teucocitos polimorfonucleares se utiliza el mé-
todo de Bgyum como método de azislamiento. Sin embargo, pese &
 que con este métoﬂa se obtienen céluias con un alto pcfcentan
jg.de7viabilidad y poblaciones ceTulares'hampgéneas, este mé-
todo no satisface plenamente ias requevimiantos para realizar
estudios de uniﬁn de agonistas radioactivos, ya qué para cada
:ensaye ﬁe necesitan paquefes celulares de 9 mg, constifuidos
‘pcr poblacignes celulares sumamente hombgéneas en dptimas con
diciones de viabilidad; y los paguetes celulares de leucoci-
tos polimorfonucleares obtenidos mediante el métodd dé Boyum
%ienen una elevada contaminacifn de eritrocitos. Aunado a es
to, para obtener paquetes celu]a?es de 9 mg de costo aproxima
do por ensayo es de $31,400.00 (MN) pﬁes el Ficol-paque y el
- Dextrdn T 500 son reactivos muy costosos y de dificil adquisi
ciéﬁ en nuestro pafs.

ET1 presente trabajo, surgié a partir de un proyecto de ip
‘Qestigacién del Departamento de Endocrinologia del Instituto
Naciana? de Cardiologfa de la Ciudad de Méxicp, en el cual se
“planted un estudio glcbal acerca de la hipertensidn arterial
‘esénCiai, uns de cuyos objetivos era, la determinacién de la
tdensidad y constante de afinidad de los adrenocceptores beta
“de Tos feucocitos pa%imdrfehuc!eares, en personas con hiperten
\si§n‘arteria1 esencial. ( ,

‘Para poder realizar dicho prbyecto, hubo de desarrollar un
fmétsdc alternativo al de BOyum para aislar a los Teucocitos
;peiim@wfenucleares, que fuese significativamente més econﬁw

{micﬁ que dicho método, que permitiese obtener un rendimiente
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celular por mi?jtitrq de sangre equiparable o mayor, que mane
 ftgv1era elevada 1a‘v§ab11idad celular y gue garéntharé”wzal .
to grado de purezé en la pcbiacién ée1ﬁ1ar aisiada.

En consecusncia, en e]ip?esente irabajb se hace una des-
crépcﬁén detallada de las bases de. operacign de las técnicas
“gfavimétriaas y de centrifugacidn y dé CB@G se implementd el

\ método‘§1terﬁ§tiva de éis]amiento de ?egc§cifos poi{morfanu-
‘c?éares, 96r medio de @entrifugaciones y el uso de’1a solu-
cidn  de cloruro de amdnis,

Esta implementacidn del métédo’delrclcrurb de amonio 0.83%

L se desa?ro116¥én tres etapas. En la primera gtapa se realiza-
‘ rbhkvafiaé3en3ayos canﬁ]é técnica descrita por Bgyum; En'la
aéguﬂdaletapa se }agrd‘prescﬁndir del Fico]l-ﬁaque;para sepa-
'rar a-los distintos tipos de leucocitos, m&s no del Dextrin T
SGG.>¥ina1mente en la teréera etapa se implementd un método
de'afsjamiento'de.1eucocitos polimorfonucieares por medio de
CéntrifagatécneS‘ﬁiferénﬁia1es'y'81 uso de ﬁa s0lucibn de clp
,ry§0‘éé'aﬁeniu 0.83%. .
| La mor?oicgia; 3é‘viab1?1dad, el rendimiento y el niimero
‘ cefu]ar son punfos centrales para evaluar un métode de ais~
Viamientor | - ‘
“Para evaluar los pardmetros mehcicnadcs, en cada una de .

1as etapas se realizaron ensayoes con los siguientes métodos:

1.~ MBtodo - de exclusién del colorante azul de tripang.




%l‘ L 2. Conteos celulares diferenciales. ‘

k‘ ' 3.4‘Seterminaciéﬁ de proteinas mediante el método de
'Lawry;A ; .

4.- Andlisis de\morfofogfa mediante el estudio de foto

micrografias.

Sekpréséntan tablas comparativas de los resu1§adds.abp§
ﬁidca‘con'el métodc'de1‘CEoruroide Amanio,O.SS% yiiaé obtg
ﬁidss,éan el Método tradicional de Boyum, en cuanto a rendi -
miento celular, purgza de 1a preparaéién final, viabilidad

'cé?uTar, costo por ensayos y facilidad de obtercién.
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ANTECEDENTES Y GENERALIDAI}ES

1.~ Prupiédades'de 1os leycocitos: -

" Los leucocitos o gifbulos biancos, son corplsculos inco

‘xﬁieﬁaskauyo nimero por milimetro cbico es decir, por micro-

'Iittb de sangre, en el adulto normal es de 5,000 a 10,000
V(Juﬁqueira y Carneiro, 1973 tline, 1975). v ' '

Los iepdocitbs son céiuias efectoras del sistema iﬁmung
xlégico, que se clasifican segﬁn su estructura, afinidad res.
‘pecto de los diversds colorantes y forma de}[nﬁdieo{ en dcs,

tétégor?a§ pkincipaTes: los agranu?ocitos’p ﬁononué]eares ¥

Tos granulocitos o polimorfonuclearesq.

mononucleares:

linfacite

eosindfilo

" monocito

bas6filo p

3.2 uin

‘polimorfonucleares

Fig. 1 Los c¢inco tipos de leucocitos de Ta sangre humana

‘La primera categoris estd constituida por los agranuloe-

¢ites, cuyo nlicleo tiene una forma regular y el citoplasma




. nokpresenta granulaciones especificas, pudiendo, sin embar
‘go,'exhibif granu]os inespecificos, presentes también en
'6tros iiﬁos'ce1ulares. Hay dos,tipdsfde agranu}oéitqsg lo§
Tinfocitos y‘los‘monpcitps; | _

La segunda categoria de 1eucocifos 1a‘constituyen 10$gr§
“ﬁu]ocitos polimorfonucleares, estas cé1u1aé tienen chTeos

(TDbu]ados N muestrah abundantes grénules especificbs/en el

:citoplasma. De acuerdo con la afinidad‘tintérea de los gri-

nylos citoplasmiticos, se diétinguen tres tipos de‘1ehcoci-

;tos poTimorfonuc1eares: neutréfi]oég eosinﬁfins y bas6fi-

los. E] granulo cifopIasméticﬂ es especfficc~cuando tiene
,, carécter?sti¢as‘propias como dimensiones, fprma; affhidad

ftihtérea; u1fréestruttura, y estd presentede modo constante

en un.detérminado‘tipo de Teucocitds y suS‘précursores.

- Los porcentaaes de Tos diferentes tipos de 1euc0c1tos

en la sangre humana norma] son los: s1gu1entes

1

TIPO DE LEUCOCITO PORCENTAJE DEL NUMERD
" TOTAL DE LEUCOCITOS.

C&lul as‘-. polimorfonu-

_Cleares: . : Neutrdfilos 55 a 65 %
' Eosindfilos 2a 3%
Bas6filos. cerca de 0.5 %
" gélulas-Mononucleares: ' Linfocitos 252 35 %
‘ ’ ‘ _ Monocitos 4 3a10¢

{(Junqueira, y Carneirc, 1973)




La densidad de Tos distintos tipos de Ieucqcitos no se ha
‘determinado exactamente, pues el tamafio celular y por lo tan
to la densidad, no son cantidades bien definidas, pues depen
den de 1a‘c6mposici§n del medio en que éstén suspendidas las
células (BSme, 1968). Sin embargo, se sabe que 1a densidad
de los Teﬁcocitos és menor que la de los eritrocitos, se es-
»btima que probab?ahente sea de 1.08 gm/mi, mientras que la de
Tbs'eritroéitos, pese a su pequeﬁo‘tamaﬁo (su diémetro es
degZ;Zum' y el espesor es de 2.1um) (Junqueira y Carneiro,
1973), es de 1,093 gm/ml, aunque hay eritrocitos que preSen—
tan desviaciones considerab]és con respecto a este valor pro

madio {Bgyum, 1968) v '

Leucocitos granulocitos ¢ polimqrfonucleares:
'NeutrqfiTos.

Sﬁkd{ﬁmetro«prqmedio es cerca de 12 micras. Su citoplasma
’ .contiéne numerosas granufaﬁidnes de 0.3 a 0.8 miéraskidenti-
ficadas comd 1isosomas,‘que contienen numerosas enzimas hi-
dro}fticas.‘ »

Los grédnulos citop1asm§ticos de los neutréfilos de mamife
ros, presentan Qrandes diferenciasven cuanto a tamafio y pro-
piedadés tihtﬁreas; por 10 cual a estos Qranulocitos s¢ les
1lama tambiéﬁ heterﬁfilos por su afinidad por mezclas compie
Jjas. V

E1 ntcleo de las células maduras esta formado por 2 a 5

16bules con mds frecuencia 3, unidos entre s por puentes de

© cromatina.




Losbneutréfilos constituyen uno de Tos sistemas de defen-

sa més importantes del cuerpo, contra la invasidn de micro-

organismos patfgenos, su funcidn prihcipa1 es la Tocaliza-
cidn y destrucc1on del material en forma de particulas. Tam
bién intervienen en procesos inflamatorios pues cuando libe
ran sus numerosas enzimas hidro]?ticas al medio extracelu~-

tar, incrementan la inflamacidn.

Eosin8filos.

Su didmetro es de cerca de 9 um,el niicieo es b1!0bu1ade,
presentan granu]ac1ones ovoides que se tifien con el coloran
te rojo eosina; es decir, son granulaciones acidéfilas. Es-
tas granulacidnes son mayores que las de los neutrdfilos
pues miden de 0.5 a 1.5um.ensu eje mayor.
| Ln§ eosindfilos también son fagocitos; pero son sumamen
te selectivos. Un aumento‘amel niimero absoluto de eosingfi-
los estén directamente’relacionado con reacciones alérgicas
del organismo. Los eosindfilos fagocitan complejos de anti-
genos con sus. ant;cuerpos, ‘Timitando las reacciones inf]amg

tor1as que pndr1an iniciar estos complejos inmuncl8gicos.

Bas§filos.

Miden cerca de .12um de didmetro y tienen un nicleo volumi
noso coﬁ forma retorcida e irregu]af, generalmente con aé-‘
becto de "§%"., Su citoplasma contiene grénu]bs mayores que 1o0s
de los otros gramhocitos. Estos grdnulos de los baséfilos con-

-

tienen heparina e histamina.




La histamina es uno de ]os principales mediadores quimicos
~de los cambios vasculares producidos en respuestas inflamato-
rias no-especfficas; cuandd es liberada por rompimiento de-
~.10$ basdfilos provoca vasod11atac1on y aumento de la permeab1

Tidad cap1]ar a las proteinas.

Estos cambios vasculares aseguran un suministro adecuado
de leucocitos fagociticos y de.pfoteinas plasmiticas, cuya im -
porfancia es‘vita1 para la respuesta inmunolfgica del drea in
Lflamada.. | |

Loé'leﬁcocitos uti]izaﬁ el sistema circu1atorio tan sﬁTo
como via para- 1]egar a un drea 1es1onada 0 1nvad1da. Una vez
a111, abandonan los vascs sanguineos para entrar a] tegido le
s1onado,y ahi rea11zar‘sus funciones. De hecho para las for-
-mas médur&s de leucocitos po]iﬁorfonucTeares, el tiempo pfdmg

diq de trﬁnsitb en la Sangre es de syhpras_(CIine, 1975).

Médula sea {desarro]]o,14-djiji;/////,a

“Mieloblasto Promielocito

Mielocito

_ Metamielogito
Leucocito polimorfonucleado

maduro, é?;///,

;ingré ' ‘ ’ V Cé]u]a’bandeada
fransito, tiempo medio 6 horas)

F1g 2. Ciclo de vida y los estados de maduracidn de los 1eucoc1tos po]1mor
fonucleares (Cline, 1975).




Asi en 1la sangre de una persona normal solamente se en-
cuentra‘neqtréfiIas maduros y formas bandeadas, con porcen-
tajes bajos de eosindfilos y escasos o raros baséfilos. De
estos leucocitos polimorfonucieares, algunos estén circulan
do 115remEnte, mientras gue oiros se encuentran adheridos a
las paredes‘de lTos vasos sanguineos. Normalmente una vez gque
el neutréfilo entra en tejido sé1ido, ya no régresa>a 1a cir

culacidn {Cline, 1975).

Leucocitqs agranulocitos o mononucleares.

iinfocitos.

Son células esfdricas con didmetro variable entre 6 y 8u.

E1 nlicteo de los Tinfocitos es esférico, la cromatina se
dispone en grumos gruesos de manera gue el nucieo aparece obs
curo en las preparaciones ysuales. El cxtaplasma £5 £SCasd, y
se‘observa como un anillo delgado alrededor del niicleo.

El tiempo de vida promedio de loé Tinfocitos es variable ya
qué se tr&tafde una poblécién‘ce7u2ar heterogénea, algunos dy
faﬁ tan solo unos dias, mientras dne otros tiénenriarga vida.

 Después de ser liberados de la mBdula Gsea, un conjuntoe ée
“iinfocitos viajen al timo en donde se diferencian y se con-
vierten én células T. Los linfocitos restantes estin destina-
dos a ser c&lulas B. Existen pues dos subpoblaciones de linfo
citos diferenciédos en su morfologia, fisiologia ¥ tiempo 'de

vida. (Vander, Sherman y Luciano, 1978).




', En personas sanas el 20% de los linfocitos son céiulas B, y
las demds son cé?ulas T.

Los 11nfoc1tas B confieren inmunidad espec1f1ca, pues secre
~tan ant1cuerpos contra Ta mayor1a de las bacterias. Su superfi
cie celular presenta proyecciones de forma dactilar,

ﬁos 1infocitos T estin,asociados con proceso de inmunidad
‘de mediacidn celular y confieren inmunidad contra hongos, vi-
rus y cigrtas,bacterias que logran vivir dentro de las células;
también median en la destruﬁcién de 1as células cancerosas ¥y
en e}irechazo de 1cs trasplantes de tejidos séliéés. Su super
ficie no tiene tantas proyecciones como la de las c&lulas B.
(?ander, Sherman y Luciano, 1978) Los linfocitos T taenen una
vida realmente larga.

Médiante transfusiones de sangre que contenia Tinfocites
'cen maycas cromosdmicas identificables, se pudo determinar .
»due-estos Tinfocitos logran sobrevivir durante varios aﬁoé.

Mdnucitos.

Estos agranulocitos tﬁeﬁen diémetro variable entre 9 y i0um
su nlicteo es ovoide en Tovma de rifidn o en herradura; la cro-
mat?na se gresenta dsstrtbuida nés laxamente gue la de los lin
focitos, y debidoa esta menor densidad, el nicleo de los mongo
. gitos es més clarc gue elzde Jos linfocitos, 1o cual es ﬁna cg‘
racteristica distintiva entre ambos wutilizada para su identi-
ficacidn, ‘ V N |

Al entrar a una drez que ha sido invadida o vulneradas, Tos
monocitos se transforman en macrffagos qué son flagocitos su-

mamente actives.




Los monocitos fagocitan principalmente virus, hongos y

protozoarios.

2. Importancia del leucocito como herramienta experimen

tal.

2.1 Aplicaciones en diversas 4reas de investigacidn.

La ehcrme’cantidad de trabajos y publicaciones referentes
& leucocitos sefiala 1a imporiancfa de estas céTuias.
~ Los leucocitos constituyen un tejido de adquisfcién rela
vtivamentg féci], gue permite realizar estudios directos en
tejidos humanos. Debido a sus'carécteristicas especiaTes v

1a comodidad con la que se puede trabajar con ellos, los leu

cocitos conforman una herramienta experimental ideal para
'rea1izar una gran variedad de estudios, tanto 4n vive como
in vitro en células Humanas, en numerosas dreas de investiga

citn.

2.2 Importancia de lgs adrenoceptores beta de Tos leuco-

citos en la investigacifn ciinica.

a) Generalidades:

£l receptor beta adrenédrgico es un impertante modulador
bioquimico de 1as funciones celulares. Asi, la interaccién
de las qatecoiaminas con estos receptores desencadena toda

una secuencia de eventos (Sérrano, 1981).




Las catecolaminas como muchas hormonasno intervienen di
recfamehte'en Jos procesos metabé]icos<ceﬁuiares; sino que
. actﬁah a tfavés de un 'segundo mensajero', la hormona se une
2 un recepta? que aqtiva a una enzima unida a la membrana,
a. adenf1~ciclasa,fque cataliza la formacién intracelular -
dei AM?C a partir del ATP.

Los efectos f15101a91ccs que antes eran formalmente atri-
: buxdcs & ?a propia hormona, ahora se sabe gue son provocadas
por este 1ntermed1ar1o Un gran nimero de hurmonas de diferen
- tes g]éndu1as endocrwnas gperan-a traves del segundo mensage

L ro en muchos t1pos de ce?u?as blanco.

F?uldo inters : ‘ ' Citoplasma
ticial ' ‘ :

_ Membrana celular

AMP

o He?monayinact1va 2° mensajero inacti

" yado
ﬂtampWejo ‘ : T
hormona-receptor » enzima
LT fosfodiesterasa
Motécula -
o de \ . :
‘hormona - /Q Activacifn  AMPe
v i .
Receptor { Enzima - ?°mensajero
a la : Adenil=ciclasa ,
hormona ‘ ‘ ,
“ATP ’ ﬁMPc . : : .
?recursor._.mpﬁ,2°mensa3ero 1" Efectos Fisiol6gicos

Fxg 3 Mecan:smo de 1a acc1on hormona? mediante el 2° mensajero; (Weller
Coy Wiley, 1979). ' S
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Funcidn de Tos adrenoceptores beta de los leucocitos:

Pese a gque las ‘funciones fisio1§gicas de 1os adrenoceptg
res bgta en TQﬁcacitos, no han sidb'satisfdctcriaménte deTgb
:cidadasi se ha informado de Variosbefectas fiéioiégitas«re—
Jacionades con el incremento del AMP cTclico intracelular,

- debido a la estimu1aci§n beta adrenérgfca:da ips 1gucotitos.

Para los Tinfocitos, Cline (1975) propone que provoca:

- La modulacién de la actividad citolftica.

~ La produccidn de anticuerpos . -

- La cestimulacidn de 1a mitogénesis.

En los Teucoc1tos po!wmorfcnucTeares 1a adenil-ciclasa
:es mucho mas aftiva gque en los 31nfoc1tes (Cl}ng, 1875), ¥
Esu actwvac1on provoca alteracidn en la actividad microbici-

- da de los neutrdéfilos pues inhibe 15 1iberaci§nfde ias‘enzi

mas hidroliticas {(Motulsky e Insel, 1982).

b Bascubrimfento:de’}apresencia de adrencceptores beta
en ]eucacitGS'

La presencia de adranoceptores beta en leucocitos huma~-
ROS, fue 1ndirectamsnte demostrada por 105 estud%os de acti
vacién de la adenil-ciclasa;usando aganzstas‘ y antagonistas
'béta-adrenérgics, realizados por Hadden y colaboradores en,
1970 y posteriormente por Bourne ¥ Melmon en 1871. lLos ey~
 cocito$, éI ser estimulados con agonistas y antagonistas adre
nérgicos, presentan activac%én de la adenil-ciclasa con la

_consecuente generacidn de AMP cielice.
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En 1976, Williams, Snyderman y Lefkowitz, publicaron un
trabajo sebre la identificacién y caracterizacidn de Tos adre
noceptbres beta en linfocites humanos. Dos afios mis tarde.,
en 1978 Gaiant y sus colaboradores publicaron un trabajo so-
bre la cavactefizacién de los adrenoceptores beta en Jeucocl
tos polimorfonucleares. {Galant et az,‘1978/a). Asi, estos
dos grupos de fnvestigad@res determinaron que los ensayos de
ani§n a ligandos adfenérgicos en leucocitos polimorfonuclea-
res, asf como en linfocitos, satisfacen,comp?etamehte.193 cri
terios esperados para la interacciﬁn con un adrenoceptor be-

Cta, en términos de cinética, saturacidn, esterenselectividad
-y afinidad relativas a agonistas y antagonistas»adrenérgicos.

?afa los eritrocites, Lefkowitz y su grupb informarun no
habér'detectado unidn ni respuesta beta adrenérgica a las ca
tecolaminas {Williams, Snyderman y Lefkowitz, 1976},

A estos primeros trabajos les sucedieron una serie de in-

vestigaciones dirigidas a 1a caracterizacién y experimenta-
cibn sobre diferentes aspectos de estos receptores adrenérgi
cos en leucocitos humanos (Tohmeh y Cryer., 1980, Galant et -

al, 1980; Chatelain ef af, 1980; Galant ef af, 1980/a; Wata-

nabe et af, 1981; Fraser ef al, 1981; Galant y Alired, 19813

Lee ¢ af, 19813 Davies y Lefkowits, 1980; Hallengren ei af,
1982; Aarons y Molinoff, 1982; entre otros autores}.v
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¢} Importancia e 1nter§s en caracterizar a los adreno

ceptores: beta)de 1os leucocitoes.

E1 interes demostrado en caracterizar a los adrenocep-
tqres'béta de ios Ieucocitos,respende a que a partir de es-
tas investigaciones se puede obtener mucha informacidn de
Tbs mecanismos de la accidn hormonal, y de la relacién en-
tre }GS»éfectog‘ffsio¥§gicos observados en una ‘condicidn cli
vnica dada y las modificaciones de Ta densidad y afinidad de
los receptoresédreqérgicoé, ¥a gque en diver9a§ sfndromes clf
nicos existen a]terationes en las respuestas reguladas por

adrenoceptores beta {Serrano, 1981),

i}f&ntecedentes: ‘

Dentro dg}fﬁrea de %a patolegfa, se ha demostrado que my
chos desﬁrdenes ¢linicos pueden ser provocados no sélo por
sécrecienes anormales deAdeterminadas hormonas, sino tambfén
por alteraciones en su accién, como resuitado de moaificacig
nes cualitativas o cuantitativas de los receptores hormona-
'Tes,“asf cdmo ﬁor alteraciones en los meéanismos bioquimices
intracelu}ares;'meéiadores de dicha accidn hormonal. Estas
a]tefacienes‘sg han interpretado como cambios en 1a afinidad
del receptor per la hormona, cambios en el nﬁmero de recepto
res, 0 debidas a 1a formacién espontdnea de un anticuerps al
reéeptor hormona {Fe?ig et af, 1981).

Los trabajos realizados para astudiar recepiores ho%mong
les uti1i2§ndc Tas técnicas de ensayo de unidn a ligandes ra

‘diactivos, han tenido mucho &xito y han brindado mucha infor
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jmagién respecto a los mecanismos de la accién hﬁrmaha1, asq
<tamb?én como a las modificaciones de los receptores en dife
rentes situaciones cl¥nicas. Tal es el caso de las investi-
gaciones sobre-diabétes y'a?ie?aciﬁnes de.los receptores insy

Tfnicos (Balant et al., 1978/bs Motulsky e Insel, 1982).

i1) Uso préctico de la identificaciﬁn y‘caracterizacién
de los ad%enocepteres beta de 1os leucocitos:
| Los énsayos,de‘uni6n~con agentes adrenérgicos, han permi
tido estudios directos en los receptores de muchas especies.
Sin embargo, la investigacién de Tos adrenoceptores beta en
el hoﬁbre,'habia sido impedida por la dificu1tad de obtener
féci?menté, tejidos h1anco para los ensayos. V |
E?‘éescubrimiento y caracterizaciﬁn de los adrenoceptores
. en‘1epcecitos, abrieron muchas posibilidades de investigacién
- ya que cnnsti;uyen una herramienta expériménﬁal para estudiar
a los receptobes a&renérgicus directamente en tejido humano.
De minsera anéloga al problema de diabetes, la sensibilidad
a las cateco}aminas‘esté alterada en varios estados fisioldgi
Vcas, sitaaciohes pats]égicas y también durante la ingestidn
‘ derférmaccs (Nii?%&ms, Spnyderman y Lefkowitz, 1875).
La facilidad para caracterizar y cuantificar a ios adreng
cepiores en cé]u]as humanas, ha permitido el planteamientsn
de investigaciones para determinar si estos receptores es-

tdn involucrados en las situaciones ciinicas mencionadas.
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Las cateca%aminas endﬁgenas, un buen nﬁmero de agonistas
. hormanales, asi Como cwertas drogas adrenergzcas como el prn
"wpranolei ¥ 1a terbuta11na, eaercen una regalacxcn de’ las res
‘ puestas~med}adas parvaérenoceptares {Gatant et ai,lS?SXb;‘ﬁg
rons eroiﬁnof; i§82} Los estudios cen d1farentes modelos
exper:menta!es, 1nc1uyendo an1ma?es intactas asi como tejidos
y celuigs asi1ada§, ;nd1can que un pp§1p}e mecanismo gue ex-
: pifcéieste.estadb‘esfuné redacciﬁn del nﬁmérﬁ de receptores
'a{esta§'aminas en 1as membranas ce1u1arés (Gélant, et ak,
”“1978/b) Estos datos son acordes con los resultados ‘de estu-
 ‘d1os previos que muestran una reduccién en la acumuiarwon de
~ AMP ciclico en sujetos que han recibidu un tratam1ento-adre~
Cnérgico (Galant et.al, ‘19787b4,wi111ams ot al, 1979).

. "Existe la h*pé:es1s de que 305 cambwos en los- aarenocnpto
 res beta de los aeucocwtos scn similares a Vas a%taracwones
1(beta de los adrennceptores heta prodﬁcidas en 1as célﬁﬁaé de >
rjtejiasé‘y 6rganas inteéﬁcsjde dif1c11 ACCES0 PAra ensayos da
yrruiiﬁa (Aa%sns y Molinoff, 1982} Se ha supuesto gue el esta
;do de‘estas ad%enoéeptares\béta‘ée‘Xes leucccxtcs puede ser
tcnsiderado'ccmg un Tndice de ta sityacidn de los adrenocep~
" tores beta de otras células del organismo (Motuisky e InseT;

1082). | ‘ \

La posibiiidad de que los adrenoceptores beta de los laucg
citos puéievan ser‘considerédochbmc un fndice del estado de
uestnsVreceptores en otras cé?uiaé del crganismo parace‘éevreg

. t9 pues se sabe que e] tratamiento con drqgaé adrenérgicas que a.
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Vmenédo regu}anuia respuesta de las células delos 6rganos blan -
"ﬁo‘y p0r faﬁto susAeTectOS fisiqlégicos;'también ?rsducen mo
&%ficacioﬁes en }gﬁ‘adrenocaptofes beta de !o§ fe#cocitos {Ga
” 1£nt et al, 1978/b; Aarons y MqTinof, 19823 Hallengrén-zi at,
1982). o

sin emb§rgo? no todos los investigadores han observado dis
 ﬁinuci6n en las respuestas a las éatecolaminas después de
‘Vterapias adrenerg1cas (Larsson y Svedmyr, 1976) For tanto:es>
necesarao rea11zar 1nvest1ga010nes poster1sres para determ1-
: ngr tanto el’mecanzsmo‘ comq 1&3 1mp11cac1anes clinicas de
1é'reducci6nkde Tos adrenoceptores beta en 1euc6cfﬁos po3i¥
: marfonuCTéares, provacéda por ‘1as drogas aérenérgitas, as¥
; como si exxste una modu?aczén similar del niimero. de receptaA

res en etros tegxdus “b?ancc“

ﬁna‘de est&s situaciones pato]&gicas en las cuales €35 mu
‘ probab]e gue las mcd1f1caciones de ?es adrenoceptcres peta
de los teucocitos tengan 1mpj1caciones importantes, es la

'hiperteﬁSiéﬁ_arierial esencial.

En los casgs de hipertensibn arterial hien establecida, la
8 anarmalidad princiﬁai es el aumento de la resistencia perifg )
- rica debida a una reduccién anormal del diamétrm awter?q}érr
‘o En la mayoria de los casos de?ﬁpertens idn a;"tsaér'ia'}r9 se igno-
~ra la causa del estrechamiento arteriolar, pdf 1o cual sg le
iha ﬁenom1“aaa hipertensidn artéria% esencial, es dacir i
“fhipertensién de causa desconocida {Vander, Sherman y Lﬁciana,
C1e78). | | |
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Pese a que se han propuesto muchas hipﬁtesis‘en re]acién con
1a et1o?agfa de la h1perten316n arterial esenc1a1, aun no se
' ha demostrada ninguna. Sln embargo, entre las hxpotesxs més
aceptadas se encaentra 1a que cons1dera las varjaciones de
" 1os niﬁeﬁes de catecolaminas pTasméticas y las alteraciones
de los édrenuceptafes {Saiaﬁt el a&, 1978/b; Davies et af,1981;
Bredde, ¢t af, 1982' Fraser et af, 1981; Motulsky e Insel,1982;
: w1111ams, Snyderman y Lefkowits, 1876).
De manera ana]oga al caso de la regu]acxon de 105 recep~
t&res insulynicas gcr 1a insulina pTasmﬁtica,'an exceso de
- catecd1qminas piésméticas puede provocar sintamas de hiper-
tensién;‘Este fenéﬁencyha sido demoé?radc gn 1os casos de
pacientes que‘presentah'tumorés~en‘las glénduTas suprarrena
: 1eé o tumores derivados de las cé]uiés crcmafines, conoci-
-~ dos cdmu feocromocitomas, que sécretan cantidades excesivas
de catecolaminas (Felig et af, 1981; Goldstein, 19813 Kjeld
X éen eéféz, 1981),~bor 16 cual podria pensarse que 1a hiper-
| tensién arterial esencial es provocada por un excedente de
E catecolaminas plasméticas.
| No‘obstante,aunQUe Ta hipertensidn podria estar relacio-
Vnada con un estado hipéradrenérgico, s2 ha enccn{rado
que estd asociada solamente con un Tigero aumenteo eﬁ tas con
centraciones de catecolamina p?asméticas {Motuisky e InseT,

1982; Bredde et af,1982; Landman, 1982; Corradi et af,1981).
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Por cansiguiente se pwansa que la causa se debe & pos1b1es

<camb1os en 1os receptores adrenergacas.

Asj, enye?icaso de 1la hipertensién arterial esenéiaT; sék

ha prepueéio quewexiste un,defecto genétfco a'nﬁvei de 105
'xadrenaceptores beta de 105 dxferentes te31dos u organss b1an
'ffco 1nV01ucrados, 10 que predwspondr1a respuestas vasopresoras,
¥ cardiovascu]ares mas intensas y pers1stentes frente a los
esffmu1os ambxentaTes nerma1es.‘ )

S¢ ha propue;to que en situaciones pato1§gicés/como la hi
j';A';naﬁ;"tens‘iét_n arterial esenciaT; Tas a1teracionés«entré' hormg.
\ﬁas ¥ receﬁtsr tambiénrse manifiestan éilos‘aérenoceptore§
beta de 105‘1eucgcitos. (Williams, Snyderman y'Le%kowitz, 19763
Galant ot al, 1978/b; Motulsky e Insel, 1982)

Loé cambiés en el nimero de receptorés parecen correépog
der af§§5'cambfos en 1a sensibilidad del sistema cardiovascy
lar por ?afestfmniacién beta adre&érqita; indican que 1a re-

ulacvon negatxva observada de 1os 1eucoc1tos, puede reflegar
cambies sima?ares en otros +e31dos (Tohmeh y Cr-yera 19807},
i :/Las jnvestigaciones realizadas utilizando las técnicas de
4§'rédioligandos,&an brindado muché informacidn acerca de 1la

] etiologfa de varias enfermedades asociadas con alteraciones .
de 1os adrenoceptores, asimismo han ayudado a entender los
imécaniSmos de accidn de diVersas férmacos empleados en sus

{ratamientos.
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2.3 Necesidad de separar & 10s Teucocitos polimorfonuclieg

" res de las demds poblaciones celulares sanguineas:

Los estudios gque se han .realizado en Teucocitos de perso-

‘nas sanas para'detefminar tanto el nidmero como ta afinidéd de

_ sus receptores adrenérgicos muestran grandes variaciones, co-

7o se puede apré@iar en la tabla 1:

TABLA 1:COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR DIFERENTES IN
VESTIGADORES ~ACERCA DE LA DENSIDAD Y CONSTANTE DE AFINIDAD POR
EL LIGANDO (-)-3H-DIHIDROALPRENOLOL {3H-DHA) DE 'LOS ADRENOCEPTQ.
. RES BETA DE LEUCOCITOS DE SUJETOS NORMALES Y SANOS. ~

POL IMORFORUCLEARES

| DENSIDAD DE RECEPTORES

CONSTANTE DE DISOCIACION

1982

- Autores Afio| {(nOmero de sitios de: Kb )
o "1 unidn por célula) . o
Galant efal (a) 1978 863t 67 no publicaron resultados
Ruoho et al ° 1980 | 1200 a 1600 2 ”
| Davies y Leéfkowitz 1980 476t 23 0.57% 0.0.3
Galant et al lal ~ 1980 | 1000 “1as
Galant et ab (6] 1980 900 . 0.6
Dulis ¥ Wilson 1980 . 1800 0.4 a 0.5
MONUNUCLEARES
uilliams etal 1976 2000 10
Tohmeh y Cruyer 1980 810 0.1a0.2
Davies y Lefkowitz 1980 493t 23 0:58% 0.03
.| Watanabe ot a2 - 1981 14800% 5700 5
. | Ginsberg et al 1981 - 967% 134 1102 |
| Bredde  ef al 1982 950 no publicaron resuTtados
Motulsky e Insel 100 a 2000

“1no publicaron resultados




19

Esta ;ab1a pone de manifiesto que aln no se ha logrado ca

‘ racter1zar adecuadamente a la poblacidn de adrenoceptores beta

de 105 leucocitos de personas norma]es sanas Const1tuye un se;
rio prob]ema e] no contar con un grupo controI cuyos parametros‘

y. var1ab]es se conozcan con precision pues 'se carece de un marco

de referenc1a conf1ab1e.

’ Es muy importante rediizar estudios preliminares para so;
'1ucionar este problema, antes‘de piantear‘investigaciones y pro-
"yectos ﬁue fnvb}ucren mds variables, pues de otro modo Ta‘validéz
de ldsﬁresultados‘y conc]usiqnes‘a las que se 11égué seré dudosa.

  VaEi0s‘autores han sefialado que estos resultados tan fnf
cbnsténtes}pugdén‘5er;ref1ejo de 1os distintos métodos empléadoé"
por los inVestigédores para sepafar las cé1ulésv(Niaudet et a&,u
1976 Sheppard et aZ 1977, Mendé!éohn Yy Nordberg,‘1979; Mbtuls-
ky e Tnsel, 1982). |

- Motulsky e Insel (1982) sugieren que estas variaciones
puéden deberse a que ]asrpobiacioﬁés celulares uti]izédas para
éstudiar 5‘105 adrenoceptores a. ménuao represenﬁan una mezcla
de d1ferentes pob1ac1ones de 1eucoc1tos, es dec1r, que se deben

a que se carece de un metodo de: a1s]am1ento que brinde pob1ac1o-

Lo nes ce]u]ares realmente hamogeneas.

Como ya ha sido mencionado €1 estudio de los adrenocepto-
' res beta se realiza mediante ensayos de unién a ligandes radioac
‘ tivds Para cada ensayo se reguiere 9 mg de proteina coﬂstituida
‘por poblacionés ce]u!ares homogéneas y en condiciones Gptimas de

‘fviabijidad (wi1iiams, Snyderman y Lefkowitz, 1976; Ga?ant y All-
' red, 1980/a). | o




20

Es ﬂecesario, por lo tanto, prestar detenida atencidn al métg
‘ dc de awslamtento de 1eucoc1tos, para obtener 105 paquetes celu-
lares requerwdus y poder rea]1zar poster1ormente Tos estudzos
mencionados. ,

Con base endichos objetivos, en esta primera fase del proyecto
se dec1d10 trabaaar con los leucocites polamorfonucleares pues
- la pnb?acién de Tinfocitos es muy heterogenea {ver seccién 1).
' Ademés,gstas ce!u]as,son las més. numerpsas = ya que la pob]aC}qn
" de leucocitos poifmerfanuc]eareé en la sangre de una persona nor .
mal representa del 64. 7% de la poblacidn total de 1eucocitos, der
\105‘cda1és éfyﬁs 8° son neutrof1?os, el 3.5% soa eosinéfilos y
:el 0.7% son basef%?os, as1 gue pract1camente el 96% de 105 ieuco‘
"cxtos polimorfonucieares son neutrofx}os. Sin embarga, es-impor-
tante tomar en cuenta que el tiempo de vida medla de estcs ?euco

citos es de 6 horas (C11ne, 19?5)

- METODOS DE AISLAMIENTO
3 1 Metcdos poswbies
ET anetwva fundamental del metodo as separar la mayO?
'cantadad pcsxbie de leucocitos PM& con un elevado grado de nare‘k
za y vzan1]1dad
Los ]eucocitos en ?a sangre pugden ser c0n31deradas como una
~mezc1a da part1cu1as en suspeﬁs1on*
Ex;ste toda una serie de tecnztas ana]?tscas y preparativas

. .adecuados para separar partfculas en suspensidén, sin embargo la
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_'téchica a empTear debe brindar‘1a’més‘a1ta resolucibn posibie
con pequeﬁasycantidades de material de partida en este caso
. sangre, y asi proporcionar el mayor porcentaje de recuperaciéﬁ
¥ yiabili@ad ce]ular‘posible a partir de una.-minima cantidad,
de égta.,Asimismo, este‘método debe ser répfdo y tener un mini
"mo de etapas de purificac&ﬁn para evitar pérdidas de material
» y deterioro'celuiaﬁ. |
E1 1fm1te de resolucidn de cada uno de Tos métodos para
~ purificar particuTés en suspensidn depehde‘de sus bases de ope
;vraciﬁn. Las técnicas cromatogrifitas"y electroforéticas son‘mg
‘tddpsimuy sensibles y de alta reso1uc16n, pero generalmente
tienen una capacidad limitada por 1o que no son ﬂfi]izab?es pa
_ra separar grandes cantidades<de¥materia1 (Birnie 'y Rickwood,
1978). ' _
, Los }fmités de resélucién obtenidos‘mediante sedimentacién
- y“ienfrifugacién depeﬁden princiba]mente de las diferencias en
‘ 1£%e los. tamafios, densidadeéfy coeficientes friccionales de los
d1st1ntns componentes de Ta mezcla que se va a separar. La$
tecnlcas de centr1fugac1on tienen una capacidad mucho mayor
“lquercua1qu13r tecn1ca electroforet1ca o cromotograf1ca > porl’

10 cua1 Ta centrifugac1on es el método prefer1do para separar

'mezc1as de part1cu1as N m1cromo1ecu1as {Birnie y Rickwood, 1978)

Los distintos tipos de ce!u}as sangu1neas pueden ser sepa-
rados mediante sedamentacxon ¥ centr1fugac19n con base en sus
f‘d%ferencias en tamafic y densidad; en estas condiciones, Tas Ve
'E,Tacidades/de sedimentacidn relativas entre los distintos grupos

celulares son muy importantes, como se veri mis adelante.
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3.2 PRINCIPIOS DE LA SEDIMENTACION:

-Bases de ogperacién.

"’ La sedimentacign es el proceso por el cual una especie cor

;puscu]arVen suspensiﬁﬁ denominada fase dispersa Seasépéfé del
seno de una fase dispersante, por accién de 1a'gravedad. Este
‘wproceso esté deferminadb por la existencia de una diferencia
“gn densidaﬂ entre los corpﬁscu{og y el dispersénte.

Dada‘esta difereﬁcia en densidad las part?cuias presentes
 *en suspensidn, descendarén & una velocidad proporc1ona1 a las
A’fuerzas antagon1cas actuantes sobre ellas (Mxre?es, en prensa).
‘s;vEstas fuerzas son 1a gravedad darzgida vertacaTmente "hac1a
‘@bajo™, y Tas fuerzas de roce y fiotacnpn, dirigidas "hacia

arriba®.

1. Peso fuerza de gravedad.
La accidn del campe gravitatoric actla sobre las particulas,
ya que 1a fuerza de gravédad,'produce una aceleracidn en su

" cafda:

Fg= ms

2. Fuerza de friccidn.

3 medio‘a travésvdeT cual sedimenta ta partfcula, e pre-
senta ung rQS%stenc1a de manera que 1a part?cu?a se aprsxama
a una velocidad de ca1da 11m1te, como se puede ap»ehaar en

'13 31QU1ente>graf%ca.
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Fig. 4. Relacidn entre e] tiempo
y la velocidad para objetos
que sedimentan 3 través de
un ﬁedio gue ofrece resis-

tencia. Un objeto pesade (A}

se aproxima & una velocidad

1imite en un periodo mds lar

tlémyo — go que un objeto ligero (B).
A es%a resistencia de roce se ie 1lama fuerza de roce ¢
fuerza de friccidn.
V Cuanﬁb la fuerza causante del movimiento, en este caso la
fuerza devékévedad'y ta fuerza de resistencia adguieren el
mismo valor, la aceleracién de cafda de 1a particula serd ce
ro, y ahora continuard avanzande con una ve1acidad‘constante

en tanto la fuerza se mantenga activa, es decir, -avanzard a

-su velocidad terminal, y es la velocidad a 13 cual se ilevan

~a cabo 1a mayoria de los procesos de sedimentacidn.

La resistencia que te ofrece un fluido a una particula gue

“se desplaza 'a través de &1, depende de un conjunto de varta-
‘bies; el tamafio y forma -de %a particula, la viscosidad y la

‘densidad del fluido, 1a velocidad y aceleracidn déy?a parti-

cula, y 1a cercania de ias particulas entre si y con respec-
to a las paredes del recipiente.

En el caso de part?cuias esféricas de radio "r", gue sean

rigidas y que no se hidraten, ia Tuerza de Ffriccidn gue expe
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rimente el moverse a través de un fluido viscoso, toma un va

lor definido por la ecuacidn:

IFf = 69 r (dx) donde: o = viscosidad absoluta del
: dt ‘ fluido.
r = radic de una partfcuia
esférica.

(z.) . %% = yelocidad instantinea de

la particula

que es la ley de Stokes y es aplicable cuando ]as'partfcu-
Tas son gféndes én cOmparacién con Tas moléculas de 1iquido
:,de modo ‘que gcurran muchas colisiones moleculares con ellas,
ﬁuando 1a concentrasaén de d1chas Qarticulas no es tan gran -
de como para afectar 1a viscosidad del med1o, ¥y la velocidad
es suf1c1entemente baja COmo para gue no haya turbulencia.
Para particu?as no esferacas,~dada gue 1a resistencia de
ruce varfa de acuerdo con la forma y el volumen de Ta part1~
cuia, para caicuiar la fuerza de fr1cc16n en estos casos, es
“nacasar1o hacer cievtas consideraciones. Como gran cantidad .
de “partftuias" de interés en bio]ogia y medicina, como célu
las, organelos e inclusiones subcelulares o moléculas de gran
~tamafio, tienen formas comparables con e]ipéoides de revolu-

¢ifn, es necesaric agregar a la ecuacidn anterior, la relacibn

‘,;0; gque es el cociente de 1a resistencia de roce gue encuen-
tra un elipsoide el valor de f, con respectn al que encuen-

tra .una esfera, el valer fo, de igual volumen.




25

De manera que la ecuacién de Stokes para particulas de

fo%més elipsoidales, define a 1a fuerza de friccién como:

fu

Ff =6 wnr 52

)

ot
ol

[»

(3.)

3; Fuerza de f10tac10n' Empuge hldrau11co de Arqu1m1des:

La fuerza de flotaciﬁn es una fuerza vertlca] d1r1g1da
hacia arriba, cuya magnltud es igual al peso de fluide des;
p]azade cuanﬁo al cuerpo se. sumerge o f1ota en el Fluido.

Se defxna como:

fl

‘FB= Vp {om} g donde: Vp volumen del cuerpo o par-

Cticula.

densidad del fluido des-
plazado -

(4.) osl

g = fuerza de gravedad.
:Esta'fuerza es independjente de la forma de la particula,
<iﬁo@d e?‘votﬁmen'de,iayéartfcuiares iﬁuai al cociente de éu ma
> sa ehtre'su dgnsidad gé, 1a écaacién anterior guedevescribig ‘
se‘coéaz | |

Fg = 0p (emd g (5.)

{
N

Cilculo de 1a velocidad de sedimentacién.

La~ fuerza resu?tante, es Ta suma de estas fuerzas conside
radas: ’ ‘

FEzFa +’FB - ?g ‘(5.}'

 52= 67n 1. dy %5'+ 5% {pm) g- mg (7.}
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Cuando Ta fuerza causante del movimiento decendentede Ta

particula (Peso), y las fuerzas qué se openen a su-sedimen-

ctacidn- se igualan, 1a particula alcanzard una velocidad

constante que es la velocidad terminal a la cual se 1levard

a.cabo 1g sedimentacién.

Fg = Ff + Fg (87)
Asi entonces:

: d f ]
mg = & 4nr E%‘l?E + gE oM g . {9.)

Sustituyendo la masa de la esfera por su volumen multipli

cada por su densidad, se obtiene:

i

‘% T pp g = B nr g%- ;3 * % s r® omg (10.)
4 _ 3 403 . dx  f

§,ﬂr °oP g.- g T r oM g 6 1 "9t o (11.)
i SR £ ;

3 “fB g (pp-oM) = 6 9 nr %% fo - (12.)

Despejando la velocidad:

~ 4 3

ax 3 * v 9 lep - M) (13.)

HE 6%7;}"-:;6- \
Que se reduce a:

dx . 2 ~oM , ‘

o (op -oM) g (14.)

I
93; fo
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Que es la forma mds conocida de la Ley de Stokes, y que

también puede escribirse como:

: . donde: ,
v o= ‘(gﬂ (%0 (pp-pm )g (§~0 v= velocidad de sedimenta-
) cifn
R= cociente de la resisten
{15.) cia de roce.

La Ley de Stokes no puede ser empleada para precisar de
mahera cuantitativa 3as.velocidades de sedimentacfﬁh de las
céiu]&s éangufneaé, porque como ya ha sido mencieﬁado en las
prbpieéades dé los leucocitos, el tamafio ceidlar y por tanto
Ta*densidad;\wo son cantidades bien«definidas. Sin embargo,
la ley de sedimentaciﬁn es Gtil para comprender el comporta-
miente'CGYuTaﬁ en uh campo grayitatcrio y se pueden predecir

sus velocidades aproximadas de sedimentacién.

Al observar las velocidades de sedimentacién de los dife-
rentes ‘tipos ce?u}énes,sanguineas en plasma, calculadas con

los datos dfsponib1es de tamafio y densidad celular, se puede -

concluir que los granulocitos y quizds tos monocitos cuyos

tamafios son de 9 a 12 im,. se desplazan mis rdpido a tra-

vés del p]aSma que los eritrocitos, debido a la diferencia
de taméﬁos. qu linfocitos se pueden desplazar a la misma ©
alin a menos: velocidad que ios/eritchitos.

La veloéi&éd de sedimentacién de los leucocitos se favore

ce alin mds pues se asemejan mds que los eritrocitos a una par
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 ticula esférica. ,

51n embargo 51 se deja sedamentar a 1a sangvre con anticea~

1guTante en un tuba de ensayo y se permite que contznue Ta se-

d1mentac16n~hasta que se estab1ezca un estado de equilibrio,
se observa que Tos evitracatns quedan mis abajo de los Teuco-
citos. Esto se debe a gue las eritroc1tus _presentan una ten-

~dencia espontanea a a]gomerarse, y en estas condfciones su "r"

5

_ - aumenta (ecuacidn 14).

,Qas diférentes,tipcé de céiplas sanguineas son espec%a]meg
te diffciles de aislar debido a que sus valores de op son muy
7‘§eméjah£es entre sfi. ‘

La densidad apvcximadé de los éritrocitos es de 1.093 gm/m]
¥ Ta densida& de los IeUcociﬁos esAdekl.OsnlgﬁfmI , ademds,
.siémpfe existe éierto'sbbre]apamieﬁterntre las c&lulas respec ‘
to a su tamafio y densidad,;To que implica que diferentes tipos

celulares se desplazardn parcialmente juntos. En general es

‘~~ymuy difici] lograr una alta resolucidn al fratar de separar

‘1os»diferente§ tipos ce]uiares'baséndose salaménte et sus prg
ipiedades ffsxcas. Por tanto, es necesario 1ntr0duc1r al STSte ’
"ma un. factor que mod1f1que seiectivamente a unc o a mas grupos
k_ceiu]ares, ¥ que no altere '3 1os-restante3~para gue 13 separg
' vciﬁh pueda realizarse. En este sentido se pugdén considerar

~'yarias opeiones:
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| A. Introducir al sistema un agente que prsv#que algutina-
lgi§n‘de un_g?upo celular, asi estasAC§Iu]és fovmgrén agrega-
. dos celulares que se desplazardn mas rdpido, ya gue bajo es-
il/fta COndici§n; el radio de Iav“particula en sédimentacién“,
"es mayor‘; A
Este pr1nc1p1o puede ser ut111zada para aislar ceiulas de‘
una pob]acian hetarogenea, si la agregacxon es selectiva,
“ ~afectanda a unv o mgs t1pps celulares, pero no a todos.
o Aqut es importante'ccmentar que la tendencia de los eri-
‘i troc1tos & ag]nmerarse es mis nctoria en la sangre per1fer1a"
; dedeo a Ta gran concentracacn de. eritrccatos*

E],graée de agiutwnac1qn puede Sey regu1ado_variandb e}
‘tipe‘ojla‘;oncentracién.de} agente agiutinante ée?u1ar;»E]
\poten;iai‘de Tas céiuiasiﬁaFa agiutinarﬁé ¥ 1@ viscosidad

‘v'  del . medic pﬁeden variar en intervalos amplios usando alter-
 ;natiVamente‘meti¥ce1uTosa, dextrén y Ficoll. La metiTce]uié»
sa’ y el dextran son muy efect1vos para separar eritrocitos
‘ mediante agragacwcn ¥ sedimantacxon a lg. ‘
B. Introducir un agente que modifique el tamaﬁo y la den

\ sidad celular. qu ejemplo, un increments en la osmolaridad

de?'medip de sﬁsﬁensién disminkye el tamafio cesuiar e. incre
©~ menta su densidad. Si el efecto sobre 1la densidad predomina,
o las células sedimentan a mayor velocidad y la duracifn del

" proceso de separacifn disminuye. 51 la sensibilidad osmitica

* La concentracidn nommal de enitrocitos en La sargae eh aproximadamente de
© 4.5 ¢ 5.5 millones de cétulas por milidmeino edbics xmaanaixxﬂa} en Do mu-
fen  en ef hombre &eApzci&uamaﬂte, mientras gue el wimeao de Leuchoeifos
“por milimetno cdbico de sangie en el aauixa nosmal es-de 5,006 a 10,000
(Junque4ﬂa ¥ Canneirs, 29733 :
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de las cElulas difiere, sus velocidades de sedimentacidn re
‘\Tatiyas también cambian.-
va,Aéiicar‘procedimientos qgue provoqﬁen la destruccidn
selectiva de un tipo celular especifico.
D. Combinar dos o mds de estas posibilidades. .
3.3.»Printipies de la cenfrifpgaciﬁn:
Principios- teor?cas y bases de operac1on.‘
Cuando la sedimentac16n por gravedad ( g} resulta dema-

siadu Tenta, la alternativa es someter a las partfculas a

la influencia de un campo centrifugo. Bajo estas condicio-

nes, la partfcula recibe la influencia no sélo de la fuer-

za dé‘gravedad, sino de una fuerza centrifuga:

Fe® mwZx ~ donde: f ‘
. Fc=fuer2a centrifuga

m =masa de 1a particula

w2=veToc1dad angular

x =radio del circulo deg
crite en la trayecto-
ria circu ar. :

ET producta ng es la aceleracwﬁn centr?peta que exper1men»-
ta 1a,part1cu1a, sin embargojcomp la partjcu1aksomet3da a cen~
trifﬁgacién~en un tubo'da_ensa§0‘n0‘esté conectada al eje de

V rotatfén,'esta‘aceieracién tiene direccifn Gpuesta a dichp‘eje}
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La particu?a sohétida g centrifugaciﬁn ”éate-disparada“
‘en‘diréccién'tangeﬁte al circulo descrito en 1a trayectoria
circular, como résultado deV?affnteraccﬁén de 1as fuerzas
centripeta y céntrﬁfqga.

34 la pari?cuia no encontrara res{stencia a éu’desp}a--

zamiento lTegéfﬁa al fondo muy répidamenfe, pero el ffui;
do en el cual estd contenida la hace viajar mucho mis 1eﬁtg
fménta»éebidb é la presencia de las fuerzas de friccién y
de ffétacfﬁn, como se puede observar en el siguiente esque-

mas

kFig 5 Sed?mentacion de una particula en ausencia de fuer-
zas de roce (A) y en medios con fuerzas de roce en
aumentos’ grogres1yos(( y C). {Mireles, en prensa)

4

, Qarante ?a centrlfugaczon, una partfcuia en preceso de
seé%mentac1on se encuentra sujeta. a Ios efectos 1ntroéuc1~,‘

‘fdos por fuerga§ centtffuga y de roce, ya que baso estas con
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(é-diciones‘1a partTcuTa tiende a sedfmentar pcrjia accidn de
:‘1a~fuerza‘cehtrffuga (ecuacidn 16)§ pero la fuerza,de‘f16-
’J‘tacién que actla sobre las part?Culasv(ebuacién 5} también
,?faumenté su influencia en propdrcién;ai cuadrado de 14 velo
'yi,ci&éd angular ¥ 1a distancia 21 centro de rotaciéﬁ, de ma-
nera quéAEajo estas conditiones?

Fge =0 (om) wix  (17.)
op

En una solucidn sometida a centrifugacidn, la veloci-

:iivdad de sedimentacidn estard por 1o tanto determinada también

por las condiciones fisicas de la centrifugacidn, es de- -
~ cir por los valores de Ta velocidad angular (w) y de la dis
© tancia a la que se encuentre la partfcula {x) al centro de

rotacifn.

As? la particula alcanzard su velocidad Timite cuando

~ la'fuerza centrifuga se balancee con las fuerzas de friccidn

y de fibtacién {Mibeles,en pransal.

(18.)

o
=

mwzx‘= 6% nr

|

m Wl
+,3§ o MWy (18.)

]
(34

S%guienda un praéedémiento similar al descritu para la
;:,deduécién‘de la velocidad de sedimentacidn de partfculas
. por efecto gravitatorio se llega a:
_dx_ 2vl fop-o#)  wPx  (20.)
Ve . o
- 9nlgm)
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gs ta ecuacian es la Ley de Siékes que predice la vé1oci¢§é
1imite para‘pértTcu]as que sedimentan bajo efecto de un cam
po centrffugé, e jndica’ que los pardmetros que determinan
& v@chida& de Sedimentaciﬁn;(dx/dt} pueden agruparse en.

. tres categorias.

1.— Las cond1c1ones fisicas de ia centr1fugacz§n 'es(dg
cir, los valores de wy x. ‘

é°~ La natura1eza del medio de suspensidn, especifica~
mente,Vsu densidad y su viscosidad.

.~ Las propiedades de 1as particu1as en suspens1on ftg 

manos.ydenSTdades)

-~ Técnicas. de centrifugacidn,

- La-centrifugacifn preparativa es Ya. conveniente al ais

lamieﬁto de grandes cantidades de material, a continudciﬁn,

se descrzben Tas tecnicas de centrifugacidn ccmprend1das en

‘es'm categor?a.

1) Centrifugacidn diferencial (Separacidn normal por ve -
30c1dad) v
Esta tecn1ca se refiere a la sedimentacidn de particu~

tas bajo la 1nf1uenc1a de un campo centr1fugo que se desp1a>

zd- sbedecxendo en primer term1no a ia dtferenc1a en sy tama
“'f nn, cuando 1a dan51dad ¥y la vascas1dad del medio son fijas..
, A3 snmeter ia so1uc?on a centr1fugac16n, la,accién de

;‘?a»FCR* produce el désplazamiento de las ?art?cu1as a 1o lar

o

* Fuexza Cent&¢6uga Reﬁai&va
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go del recip?eﬁte con 1a velocidad determinada por su tama-

”ﬁo,‘su;forma y por 1a inteﬁsidad‘de1,¢5mpo centrifugo apli
 }qadn (écUacién 20), Cada clase o familia de particulas ad-

quiere una'vé}qéidadlde sedimentacidn que Te es propia en

~ese sistema, por esta razdn el método es conocido como cen-

;'trffugacién diferenciai y se resérva para el caso en'que ta
so]ucidn se compone de particu1as que muestwan diferencids
en su pesa mo}eruiar, es decir, solucmones poi1dzspersas.
Cuando se. trabaga con una mezcla heterogénea, el componente
‘mﬁs pesado serd el primero eén sedimentar, A51 se puede sepa :
‘rar a cada fracc3an en etapas. sucesivas, siempre ¥y cuando
‘ cada.centr1fugac3on dure-el tiempo necesario para su separa
“eibn, : V
"$in embargo, la gomposicién de‘la pastilla obtenida pue
ide rasd]tar heterdgénea, ya qué phedé'existir contaminaciﬁn

D por part1cu]as de fracc1ones mis pequenas. La separac15n

'consegu1da por centr1fugac16n d1ferenc1a1 puede mesorarse
“51 se “}avan“las pastillas 2 6 3 veces. 7 ‘

Este métoéo es ut1T7paravel aistamiento de pafticulas
‘que’d1fiéren €n una o mis Srdenes de magnitud, es decir, 50 ‘

6 mas veces en ve10c1dad de sedimentacién, debajo de este

o 1Tmite no es de ytilidad practica. {Nare1es,en prensa}
x2}\Centrifugaci6n en~g?ad§entesvde densidad.

Todos los métodos de centrifugacidn en gradientes de

'densidad, requieren de una columna 17quida'da soporte cuya

‘T,dehsﬁdad‘aumeﬁta‘hacia el fandbi@ un tubo o celda en gque
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‘se hal}a centen1da. E1 gradwente de densidad es .un gradzen~
te de cancentracwon de un so]u*c, antre mayor ia concentra-
ctén de. sa!uto, mayor ia dEHSTdad de 1a solucidn.

Si las part1cu]as\de una mezcla heterogeﬂea difieren en
 ﬁ‘coef{c1eﬁtes¢dé sedimentacién y/o densidad, y se semeteﬁ a
: centrﬁfugac16n en un gradiente de 6en$idad, Tos;distintas
compcnentes podrdn ser separados de acuerdo con estas pro~-
'~Q1edades, en forma de zonas o bandas de material muy puro

i 3§M;re;es, gn prensa).
- Las dos variantes principales de esta técnica en gra-
‘, dienter§é denéidad son.la centrifugacidn zanaTlpor veloci-
:dan y la centrifugécién‘isopicnica.
2.1) Centrifugacidn 26na1 por velocidad:
Lé mééc]a»ée part?culaslquﬁ se vi a fraccionar se depg
,ksvta cu1dadesamente sobre 1a superfxcie de -un gradiente
prsfarmado‘V
La columna es capaz de soportar a‘ia'muestra en condi-
' ¢ienes de répcso porgue afin cuando 1asAbart?cu1as 8N SUS~
pensidn sa@ mis deﬁéas.qge gl medié de”dispgrSiﬁn; la den-
~,sidas #romedio dé‘lé caﬁa formada por 13 mueétra'es menor
Cgue 1a dens1dad de Ia del renglién. cubyacente Esto«éyﬁda a

evitar una sed1mentac16n prematura {Mure?es, en prensa).

o EE prapﬁsato de 1& certrifugacion zona} por v81001dad,
; canSsste en- separar particuias cuycs tamanes d1f1eren, y
- pnr tanto sus ve}ac;dades de sedlmentaciﬁn también son dis

kﬁiﬁtgs;VET valor de la densidad del medio debe ser menor
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que los valores de las dens1dades de las part?cuias que se
desea separar.

Si la sedxmentaclon durara un tiempo suf1n1entemente
1argo, todas 1as part?culas se. irian ai fondo, pﬂr esto,
1a centrifqgac1andebsV1nterrump1rse a un tiempo precisc
“{ver Figura 6). .

Al terminar la centr:fugac16n, s5e t1ene una serie’ de
;\zonas u1spaestas a To iargo de la columna- en cada una de
‘Tas,cuales se concentra el materiaT purxfacado de una frag
' cﬁén,'siempre qué Ta mezcié‘ofigina]fno 1ncTuya familias
de pérticd]as"bcn‘e1 mismc'coeficiente de “sedimentacidn.

V‘»Las zonas p¢eden ser recuperadas y sometidas a d1verses

, anélisis. ,

B métada penmite‘Ta seaéracién‘de part?cu]as que di-
'fzeren al menos en un 20% en su velactdad de SEG?mentaCTGH

(Mire?es, en prensa)

,2;2)’Cenirifugacién jsopicnica.

Los métodos isopfcnices se emp?éan;para aisltar particg
'flas que difieren en:densidad CUna part?cu?a»que sedimeﬁté
»ylen un gradxente de densidad, dejard de hacer]s si ep a¥gun
" punto de- la columﬁa la. denszdad del medio se iguala con la
’§uya, es decir, cuando alcanza su densidad de bandeq o den
sidad de flotacidn. Esto ocurrird, si e]'grad?gntéVCOmpre&
" de el intervalo camé?etb dé densidad de las particulas en

: 1a muestfa’y si la céntr%fugacﬁﬁn duralsuficientevtiampo
“para que seléstabilice el ﬁonjunt0<grﬁdiente«baﬁdaé {Mire-

les, en prensa).
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Enla posicidn de densidad de bandeo, el ﬁérﬁinq:

(op -¢ M) se jguala a cero:

t

pp-pM. = 0.
por tanto:

dx. 2 r2(op = oM) _ wx
af z
9y (~—3
dx_ 2r? (0) ,,wex

o dt gn{?g
Codx

La ve]ecidad tamblen se hace cero. y 1a part1cu1a queda

1nmovi].

Importancia de Ia durac1on del proceso de centr1fugac1on.
La darac:on de] pracesa de separaczén depende de 1a dis
taﬁc1a que han de recorrer Tas ce]u]as, para norma11zar
ana tecn1ca e1 vo]umen ¥ eT d!ametro del tubo deben serdeter
' minados desde el pranc:p1on Estos facteres Hefzaen 1a al

tura de ia co1umna de sangre 'y en consecuencza la duracxén

fode] proceso. En consecuenc1a, es posible e]egtr una duracidn

»'adecuada para el procesafde separac16n,“med1ante e] control‘

'f 5’de 1a a1tura de Ta coiumna de sangre. Aparentemente ia sepa

rac:én no ‘es afectada aprec1ab?emeﬁte por el. dwémetro de1

tube, y puede separarse un volumen maxor en tubas de mayar

dzémetro, manten1end0 Ia a}tura de 1a co1umna de sangve ¥

. pqritanto tambjén el t:empo de separacxﬁn.
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Estc‘parece ser menos relevante para técnicaé de centri
o fugaciﬁn donde las cé1u}as, suspendxdas en un fluido de ba-
"jja densidad, son deposwtadas en un fluido de alta densxdad
: Durante la yentr1fugac1§n, 1as cg1u]as migran rdpidamente

" a través de la fase de baja densidad y 1legan a la interfa-
:‘ge en un tiempo cﬁfto.'AVpartjr de entonces, ellas sédimeh-
;»tah ]entamente ¥y 1a'se§arac15h estd determinada principal-
- mente por su. sedlmentaciﬁn a traves de la fase basal.

£n un determinado sc]uto de gradiente, la densidad ban
~ deo de una partfcu?akes més o menos constante. Sin embargo,
; cuando se realizan separaéianes por velocidad es muy'iﬁpag
: tante considerar que 31‘va10? de s* cambia caafcﬁme Ta par
f £icula va encontrando yiscosidades y éénsidades‘erecientes
Cen el gradiente. ,
.ﬁe;acuerdb can esto,'dos particu1a5~d%stintas que se

o en;&éntran en la misﬁavzona después de centrifugacidn por
f ve1ac§dad; pueden se?érﬁrse en el mismo gradienteVﬁe &ensi 
fdad si se aumenta o’dfsﬁinuye ia FCR b,ia dafacién de la
V}centrifugacjﬁn, Asimismo, durante una centrifugacidn por
f‘vé10cidad, una zona de partiéulas que. iniciaimente haysa
ido a 1a zaga de utra debida a gue su valor de s fuera me=

nor en 1a primera parte de 1a columna, puede eventua%mﬂﬂhe p
;_1'éa?1e alcance y pasaria cuanﬁo Esta se encuenire en una rg

h gibén en Ta que 5u valor de s dismindya rdpidamente.

Y E QOQ@{Q&QHIQ da.éediganiac¢§n s oen una apnox¢maw¢§ﬁ del tiempo que
Le toma o unc particula acercdrse o su velocidad Limite {ver Fig. 4).8¢
exp&aé% en unidades Svedberg. Una unidad Sverdberg equivale a 2a aonsdan
Lte 107
dezum.pamtuwﬁazﬁﬁummumda.

De este. coediciente se puede abiame& Anformacidn. sobre ek ?b&u f'
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Fig. 6

Perfil del patron de sedimenta
cifn de dos partfculas en un gra
diente de densidad. tl as el

tiempo en el cual la velocidad

de sedimentacifn. es la misma pa
ra ambos, pero no sus posicio-

nes. Este comportamiento es de

enorme importancia en todo méio
do de centrifugacién. (M]reles,

&en prensa).

- Uso de rotores.

Una VEZ'qUe}ha'SidO elegida ana;técnitavdE'centrifugacién,‘

es muy 1mp0rtante cons1derar el t1po de rotor com el cual se

.iiva a trabaaar : A e

La velccidad dé sedimehtacién de las part?tu]as esté deter

‘m1nada por 1as cond1c1ones fis1cas de la centrafugacxon, es

decir por ia ve]oc1dad angu]ar y per ‘el radio de rotac1on a]‘

' cual se encuentra la particu]a. Estas condiciones pueden ajus.

tarse ¥ reproduc1rse para un LTpO de rotor. dado.si se conoce

1a fuerza centrzfuga refativa (FCR) La FCR es una comparac1on

entre Ta fuerza de centrifugac1on y la fuerza que la gravedad
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tnrrestre egercer1a sobre las mismas part?cuias en suspensaon,

58 e){?"‘ES& CO!’I]Q'

Fep= L centrifugacidn . mu?x

F gravedad ' mg
: 2
WX
FCR = -
g

Conpciendo 1& FCR, puede determinarse la velocidad del ro-
’ ctor {rpm) nefésariérpara un cierto radio de rotacibn, me-

fdiaéie un nemograma. El ndmograné 2s la feiaciéh grafica en-
tre la velocidad de retac:an y 1a wagn@tud del campo centrify

‘,go resu?tanteu {(Miretes, en«prensa).

" Sin embargo estas no son las Unicas consideraciones que de
. ben hécerse. Existen dos tipos de rotores, el rotor de colum-
“pio y el rotor angular, ¥ €s amportante meny1onar a?gunas de

‘ 5US propiedades pues no dnben usarse indistintamente.

'Fotdres angulares ’
fuando un rotor se encuentra en movimiento, ai‘hampo centri
’ ;uga gerierado es radial. En un rutmr de coiumpfb sﬁib 1a
k'cchGVPnte que pasa por el centre de? tubo es paraieia a sus
paredes, ya que cuando el rotcr se acelera, 16s tubos se re-

‘orieﬁtan a la positién horizontal.

“fFié.y «ConyéCCiéﬁ en un rotbr‘de columpio_émi?eies,lgas)."
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La ceatr;fugacwon resultante se man1f1esta comc un mov1m1en

foto masivo de part1cu1as a 1o largo de 1as paredes del tubo ¥

hac1a e? fondo. Con ~frecuencia, la pastilla toma un aspécto

" anular cuando. se 19 mira desde arviba.

ET rotor de coiumpao &5 més usado en el trabaje con gradaen

: tes de denszdac. Es més afectivo para las separaciones zona-
i‘?es por va10c1dad dahiéo a que la distancia Que TafpartfcuTav
fwrecorre es mayor y da 1uga? & una mejer separac1on. Su “des~
é ventaja" reside en que las separacuones consuman més tiampe;f

prero asto se equxiibra con el hecha de que se pueden fraccig

nar muestras con yar105 componertes. La con;ra?3edad que Su-

pone el mayor tiempo de centrifugacién se compensa cuando se

Crecurre a la técnica de columna corta (Mireles, &n prensa).

Rotores Angu?ares:,

En este tipo de rotor ;as tubos se mantzenen inclinados con’
respecto a1 eje de ratacxéﬂ en un angulo especifice y cnnsta§~

te. Dicho angulo de inclinacién pueds estar eéntre los 14° y

lEn Tos rotores angulares 1z con’
fveccién es mayor aque en los de
:coiumpis debido 2 gque 1as partl
1 culas encuentran répidamente 1a
7 pared del tubo. ’

“Fig. 8 Conveccién en un roter angular. {Mireles, 1983}
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Esto se conoce como efecto de pared y provoca que Ta cop
pac;ac1on de part1cuTas sea mis rdpida.
En estos rotores se pueden realizar buenas. separaciones
isopicnicas porgue tanto las part?cu]as que se mueven a tra-
,‘"és det gvad1ente come Tas que resba]aﬂ por la pared son

ninmov111zadas en cuanto alcanzan su dens1dad ‘de bandeo.

F?gs—9 Céntriquacién en §radiente de densidad con un rctdr
angular (Mireles, en prensa).

Observese que el conten1d0 exper1menta reor1entac10n duran

“te aceleracidn y la desaceleracign. (Fig: 9).
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‘Casi nunca se intenta 1levar a cabo una separacién zonal por
:ve10cidad en estQS‘rnteres, pues la sonveccién “avrastra” Tas
”part}cu}as a1 fondo mas pronto de Jo que Yo harfan a traves
‘del gradaente. {Mxreies, en prensa)
2 Gradlentes ¥ materia]es de gradientes~
' La Ley de Stokes (eéuaciﬁn 20) indica que las velocidades
de sédimeatacién de las cé]ulas, depend;n sy tamafio, su densi
dad, y de la viscosidad del medio en que estdn suspendidas.
 Como ya ha sido mencionade (seccianVB.zvaﬂa eTeccién,aHe-‘v
cuada del solute para preparvar el grad1ente ¥ sus 11mites de
k conrentrac;én puede cambiar se?ectivamente las prcpiedades de
a?guaas de los companentes de una mezcla. .

E} material~de gradaente, debe perm1t1r 1a préparaci&n de
so%uc1anes sn el 1nterva1o de densidades de 1nteres pero no
rdebe aresentar una elevada vasc051dad ni ejercer una presiﬁn
osmctica excesiva en dicho intervalo de‘dendeades (Mireles,v
en prensa). U

Adémés;fno debe‘reaccipnar con las células y tiene que ser
ﬁfciiménte'rémbvibie Be!ypaquete celular purﬁffcado. También .
debe téner un bajo costo &eAadquisicién }'ser de fécil ohten~
cwan ‘&n las cantidades requeridas. | V | /

Las grad1entes formadas con polfmeros pesados como el Fx-
£oll, el Daxtrgn, ¥ Ta albgmina son sumamente utzgizados para
1a s#pa?acién de cé}u]asq Estos csmpuesiosrée alto peso mo]e
cul&r muestran una osmolaridad muy redycida aun en so?uc1ones,

ﬂuy concentradas.
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Ficoll:

‘ £$ un polimero s?ntéf%co de sacarosa .y de epiclorhidrina.
Tiene un peso molecular de 400,000, Las moléculas de Ficoll
. 400 son sumanente ramificadas, pero su forma es aproximada-
mente eﬁﬁéfﬁcagy‘tiene un radio de Stokes de aproximadamen-
te‘laﬂ‘nﬁb'EliFiccil 400 es muy soluble en agua y su visco-
' sidad es relativamente baja (0.1? d1/g}. comparada coen la
de otraé'pcifsac§riéos‘“1ineales del mismo peso molecular,
‘”como‘ea‘nexfrgn T 5003  (PH. 500,000, viscosidad 0.53 d1/g).
A difeﬁencié de los gradientes de densidad formados con sa-

' carosa y sa?es como el CsC!, los gradxentes de dens1dad for
mados can FiceJl 400 t]enen presiones osmot1cas bajas y gran
. densqdadg por tante afectanmencs‘a Tas part1cu1as bioldgi-

L cas y nu‘fnhfbﬁ:enzimas;"ET'prob?ema de? Ficoll es que su
~tonicidad crece eXQonencaalmeﬁte can 1a concertrac16n y

~ aunque t1ene efectos someros sobre 1a funczon de organelos
‘ce1uiar§s\aisladosg puede causar dafic a a?gunascé%ulas vivas

{Mireles, en prensa).

Dextrin:

El Textrén "nativo™ es una mezcla polidispersa de polisa-
cdridos; cuyos pesos moleculares son desde el orden de pocos
. tientos, hasta decenas de millones. Estos polimeros son pro-

. duéidos per un conjunto de diferentes especies de bacterias
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\‘de‘]a familia LactubaciYEaceae. Mediante cuidadosos fraccig
:*namientos repetst1vas, 58 preparan fraccxones de Dextrén T,

l‘cuyos pesos mo1eeu1ares son concc1dos

: Las separac1cnésfcanseguidas con gradientes de Dextrdn
son gquiparab¥es a las obtenidas CQnaaigunbskgradientes de
: Ficoll. Similarmente el costo de los dextranes .y del Ficoll .

Qidifieré poco,

“Albimina:

Los gradiehtes formados con alblmina sérica son muy segu
fffos pues no daﬁan a Tés céluias, sin embarga en el interva;
10 de- d9351dades de 1. 065 a 1.09 gm/m? }as soluciones de al- -

Vbﬁm}na son muy viscosas

‘ Las saiuciones muy v1scosas son inconvenlentes, pues '5€

‘ 3requ1=re de una gran fuerza de centriiagacwon para mover &

“;}as ce1u1as a través del f1u1da de separac1sn, que ‘puede lg

<1onar1as.

Parece ser ventaaosc usar un fluvdo de separacion donde

i,“]a vascosidad y la densidad puedan variar cas1 independien~

o ﬁtemente.
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- Criterios para la planificacidn de separacién por centrifu-

‘gaciéni, Eréf{ca s-0 .

EY‘cenocimfento previo de las densidades y/o Tos/coeficiegv
tes de sedimentati§n de las partftu1as presentes en una mues~
“tra, simplifica el disefio del gradiente ¥ deﬁias'coﬁdicianas
de la'centrifugaciqn (Mireleé,en prensa}. En la figura 10 se
?kesenta un ejemplo de grédfica s-p en las qué se puede obsér-
vaﬁ la reiécién entre los coeficientes de sedimentacibn y las
‘densfdadés de bandeo de varias partfcuﬁas‘bi01§§icas‘en<sn‘grg

diente de sacarosa.

1.0~
11} 4
e tragmentos de membrana
£ T — plasmatica
o - o
£ .
_— )
- fragmentos™ S
= 12 de reticuio ' . eritrocitos
g . (endamégmica B ey 'hsosamas ) céluias
e ' o nncrocuernns . . completas
o .} - : o )
@ . proteinas . . nacleos
® 13} ‘ ' <~
B — polisomas
14 i : ! - Lt v . N

100 107 10 10f - 0] 10 10 10°
coeficienle de sedimentacion {unidades Svedberg) o

Fig. 10 grdfica s-p para partfculas en sacarosa (Mireles, en

prensa}

En esta gréf1ca, las densidades de f1otac1on ‘ha sido deter
m;nadas en° sSacaropsa. En este tipo de gradiente, 1a mayorma
de }as~partncu1as,b1a]ngzcas tienen densidades de flotacidn

parecidas, pero ?ns-coeficientes de sedimentaciéa“éstén espa

cuadas, 1o gue perm1te 1a separacxon §arc1a1 con tecnacas di-

ferentes 0 zona]as por velocidad.




47

3.4E método de Boyun.

"La revisign de los trabajos publicadas recientemente con
témas Fefergnteé a leucocitos, ténto‘&e humanos comofdejotrasl
'especiés animales, indiba,que 1os métodns para—Separarié;las
distintas poblaciones celulares sanguineas son, en ganera1,
,apl1cac1ones o modwficac1ones del’ metedo c?as:co de separaczan
" de leucec1tos a.partir de sangre total, pubiicado ppr,ATng Bo-

yum e 1968.(B8yum, 1982;, Butta et af, 1981; Blank, 1980; Ro-
‘-berts, 1980). V “ |

‘En este trabajo, Eoyum descrmbe var1cs s1stemas para sepa-
vrar Teucocxtos de la sangre y de la madula Gsea, haciendo re--
ferencias espec:a]es a los. factores que 1nf1uyen ¥ modxfican
'v}as pr0p1edades de sed1mentac1én de las ceiu!as sanguineas. ‘
Los sistemas de separacacn descr1tos en el trabagn de Boyum, -
se basan en 105 mismos princ1p1os, todos a1Tos consisten en |
L,dos fases 11qu1das, donde una suspens1on de ceiu!as se coloca
. en un f1u1do de separac1on de densidad re1at1vamente alta (gram
;T;d1ente), E1 resultado del procesque'separacwén estd determina

do poriias~9e§ocidades de sedimentacidn de las c&lulas en las

U dos fases 1iquidas.

E1 sistema de BOyum para aislar a los leucocitos polimorfo

. nuclieares consta de dos etapas:

En-la primera etapa se coloca 2 la muestra de sangre sobre

. un gradiente de Fico1?-paqué}
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E1 Fico]]«péque es una solucidn acuﬁsa de alta dénsidad,
© ya gque contiene 5.7 gr de Ficoll 400 y 9 gr de diatrizoato
de sodio pér cada 100 ml. E1 diatrizoate'dé'sodio forma so-
~*’ 1uc?0nes de baja'vistesidad ¥ a]ta densidadicon el Ficoll
‘,,400 Puestc que las soluciones acuosas de polimeros pesadcs
como el cmo11 tienen baja osmolaridad, es necesario agregar
Te un cnmpuesto de bajo peso moIecu}ar, P ea s d1atr1zeato
z,de sodio, paravobtener un fEuido de separacién con osmalarzﬁ
kdadlsimiiar a1Ap§asma sangufneo Tamb%en es ut111zado para
aaustar 1a densidad del f}u1do ‘de separacidn.
Bl gradiente de F1co11 ~paque "atrapa" a los Ieucncitos en
una interfase, m1entras que los er1troc1tos ¥ ?os !eucocitcs:
: pelfmorfonuc1eares sed1mentan en e] fondo del tabc (ver SEC
*ciﬁn 3.2y 3.3).
En 1a segunda etapa se separa a los granulocztos {FMN} de )
" es er1troc1tos mezclando el paquete celular obtenldo en la
1grimera etapa, con una solucifn Dextrdn T‘500, y deaandozse-
dimentar a esta mezcla a 1g, durante 40 minutos. La sedimen-

" tacidn debe 1levarse a cabo muy lentamente, pues si ocurre muy

répido, 15 contaminacidn de eritrocitos entré 103‘%euc0citos
. aumenta. Como ya se menciond, el Dextrdn T 500 es un po?fmerc
de la glucosa, de alto peso molecular (500,000) que al igual

ioque el Fiéc1}.prcvoca aglutinacidn de }osAeritrocTtps.
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MATERIAL Y METODOS GENERALES
Procedimieﬁtos,genera]es:
1.’¢d1ecc16n y maneja‘ﬁe muestras»desangre.

Las temas de sangre se rea11zaron en suaetos $angs en ayunas

‘una o dos horas despues del desayuno La sangre se co1ect6

'7en una Jerlnga por medio de -una canu1a insertada en 1a vena

antecybital del brazo; depositandola 1nmed3atamente en un tu-
- bo prev1amente s131conwzado* que contenfa IG Ul de heparana

por cada m1111itro de sangre La sangre se mezel$ cuxdadosa*

mente con.la heparina.

. Fig. 11 Colecta de la muestra de sangre venosa.

P Taao et material de v&d&&o quR ££egae a esten en confacto con famuestra
: de aanghe, debend sen previamente éa&&aon&zadc, Aume&g&éndoia en solu-
edbn 1% dz a&ﬁ&con,(manca A&ﬁacad] Y enjuagdﬁdczo ée&é veceé eon agua
“destilada
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2. Evaluacién de 1a viabilidad celular:

La viabi]ﬁdad~csiufar se determing mediante el método-

de eic1usfﬁn celulav del colorante azul de tripano (Sigma.

Chém‘ﬁo‘) Cuando d1cho colorante se pone en contacto con
ﬂvlas cé1u1as, difunde hacia su inter10r, pero Tas ce!uias
g‘?o sacan med1ante mecanismos de transporte act1vo, as1 rea -
: 11zanda‘conteos de1as ce]uias que permanecen sin tefiirse
‘ pnr inv331on de1 cnlorante,’se Togra evaiuar la viabilidad

S ceiu}ar

‘3. Determinacidn de 1a concentracién de protefnas:
-1 rea1i£6 mediante el método de Lowry para la-estima-
cién de 1éf¢aﬁtidad dé~proteinas {Lowry. et af, 1951} ; uti
“1izando albimina de suero bovino isigma'Chem.Co.),:como es

T,tandar.

4. Téhniéa de tincidn celular empleada:
Los frotis celulares se’prepararén mediaﬁte.la;t§cnica
“de tincién de Wright (Merck, Héx.},
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EQUIPO
‘ Las centrifugaciones se 1levaron a cabo en una Centrifu-
ga refirgerada (fnternational Equipment Companyj, moa. PR-2
y se utilizaron dos tipos de rotores: '

- Rotor angular, 12 plazas (IEC 822) Radio: 6 pulgadas,

- Rutcr horizonta], 4 plazas (IEC 284) Radio 8 pu]gadas‘

Las 1ecturas de absorbanc1a para las cuantificaciones de .
kpréteina se realizaron en un fct§metro Co1em§n, mod. 6/20 A.

Para ajuétaﬁ él pH de Tas soluciones se utiliiﬁ un poten
ciémetro, Corning mod. 10 ' / |

. Los conteos ce1u}ares diferenc1aies se rea]zzaron utili-

zando un m1cro=cop1n Zezss

tas fotom1crograf?as se tomaron en un Fotomicroscap1o

C?ri. Zgiss,

‘5‘,REAz71vos
; Los reabtxvas emp1eados se obtuv3eron de 1os STQUiENtGS
praveedares A A :
o Ei ﬁextran T 500 (PM 500, 800) y el Fico]l paque se obtu

vieron de los saboratnr1ﬁs Pharmacia Fine Chemica!s El 3clg

k"rurc de amonxo del. 1aborator1o J.7. Baker La a]bumlna de sue

ro bovino (Fracc1én ¥ en po1vo) se abtuvo de 1z compan1a 813

ma Chem:cal Co. El s111¢5n de la compaﬁ1a Silicad.
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LISTA DE COSTOS

Presentacién ~  Costo .
' . {pesos M.N.}
- © Cloruro de Amonio ' 500 gr $ 340.00
 Dextrdn T 500 : 100 gr. $10,000.00
" Ficoll-paque- 250 m} - $50,000.00

o Los‘precios presentadqs‘correspénden al mes’de‘ju—;‘
1io de 1982. . |
* A Ta fecha refer1da, las casas representantes det
producto en Mecho informan que ya no 1o venden

pues 1&5 resu1ta 1ncosteab1e

f%JMetodo de- Boyum.

Ca]cu?a de Tos costos para los ensayos con Ficall- -paque.
,qu cada ml de sangre se necgs1tan,1.5 ml de Fice?]{paqge,
i~de manera qﬁe endn tubé de ensayo~tuye diémeiro sea da‘é B'mm 7
. eT gradiente de f1c011 -pague debe tener una altura de 2.4 cms,'~‘

y ?a sangre dilufda 3 cms .

Sangre 3 cms

Gradiente f1c011 -pague
T 2.4 cms {esca]a i: 2}

Es muy 1mportante mantener estas proporczones para que no
f se plerdan 1&5 prop1eda6es de separacwon del. gradiente {ver

L seccinn 3.2 antecedentes)




$i se trabaja con 100 w1 de sangre, para reprodaair’éstas
- condiciones consideremos que se uti{lizan 100 tubos como el

- descritoy para conServar ta altura y proporciones de los gra
. dientes . por tanto se necesitarian 150 ml de Fica?l-paqua(
Dextréan:

Y en ei’misme tipo de tubo de ensayo (10 mi);ve3 boiﬁn

- de er1trcc1tos ¥ granu]ec1tus ocupa 1a tercera parte, su vcluf

fmen aproximado sera de 3.5 ml, de manera que se neces1ta 3.5
'?ml deuia so]ucyon dekDextrén T 500 4;% por cada ml de sangre.

’;Pbr 1o tanto para 100 mT de sangre se neceéftarian 350 ml de

\decha soiuc1nn, es decnr 14 gramos de Dextvan ‘poy ansaye

Costo por ‘ensayo (100 ml de sang?e)

150,m1 Ficoll-paque: $30,000.00
14 gr Dextrdn T 500: $ 1,400.00
‘ $31,400.00

Métédc de Cidruro de Amonio U.83%

Para trabajar con 100 ml de sangre se neces1tan aprox1-A

;swadameﬁte 600 ml de ssIucaon de NH4C1 0.83% por ensayo.

‘Por 1o tantose necesitan 5 gr de‘NH4C1 por ensayo.
-4 500 gr == $39u 00
V 5 gr -- . 3.40

costo por ensayo $3.40
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thasfsobre el informe del rendimiento celular obtenido:
%} La can%idad tofa] de leucocitos en la sangre en el adul
to normal es«deiBOOGa;um00cé1u1as'por microlitro.
11) ET‘porcentaje de 1euco§itos pa?imorfondcleares es
del §4.7% (Cline, 1975) | |
111) Dado que los ieucocatcs poitmcrfonuclearﬂs cﬁrres-‘
© ponden-a 64 7% del tata1 de 1eucac1tos en la sangre, st: '
1 ml de sangre total contiene 7.5 X 10° + 2.5 x 10% Teuce
31tos, por tanto 1 ml de sangre total c0ﬁt1ene aprax1mada
, mente 4 8 X 105 +1.6-X 10° _células.
. 1v) Galant ¥ susVcolaboradorésAinferman quey1 ng de pro-
~ tefnas de leucocitos PHN, corresponden a 20 X 10° cétulas,
V¥ ’és éecir, 20 m111anes de c&8lulas (Galant et aﬁ 1980fu).
' Cens1derande estos datds, el rendimiento de pretefnas 5@

‘ tracago a rend1m1ento en cuanto a niimero de;ce1u1as, de 1la

N sigu1ente manera:

H

1 mg de protefna = 20 x 10° calulas.

“n" de proteina = nlmero de céluias.

v} Comeén 1mt desangre*hay‘4 8 X 10614'1‘6 X 10 xeucoca-

":tos PMN, si 1a recugerac1nn total fuera de] 100% por cada mi

jitlitro de sangre se esperar1a obtener 105 319u1entes rendi-

"=mientos en ]as paquetes celulares finales:

- | CANTIDAD DE SANGRE | NUMERO A?RGXINABO DE . | RENDIMIENTO ESPERADO
A i LEUCOCITOS POLIMORFO | EN MG DE PROTEINA
NUCLEARES | \
1 | ssxi®exi® | L2604 0.08
10 - | aex1®16x10° | 244048
80 , | 384 % 105128 X 108 19.2+ 6.4
100 | ssoxasox10® | ea0s8.0
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DISEROS EXPERIMENTALES

La implementaéién del método atternativo para aislar a. los
“yleucocitos polimorfonuclieares, se desarrolld en S,Etapas:
Etapa I Método de BSyum

Etapa II . M&todo de sepéracién de interfases

Etapa II1  Método del Cloruro de amonio 0.83.%

En este cap1tu§o se‘presentan Tos disefios experimentaias
.de‘cada'méiodo yea?izaéa en,éste trabajo.

CETAPA 1: . METODO DE SéYUH ] o

‘ LaAsangre anticcagulada y diluida (1:3) con solucidn de

- NaCl 0. 9%, se coloca sobre la fase d& Ficoll- paque, y se- cen

o trlfuga a 400 g durante 40 m1nutos a 20°C.

los elementcs figurados se dividen en dos fracc1ones pPTn‘

cipales: Ios granulocitos y eritrocitos sed1mentan en el fon

:V;zdo del tubo, mientras que los 13nfsc1tos Yy las plwquetas per

- manecen en 1a interfase de ceTulas mononuc}eares Las célu-

k"]as de ?aamasa celular del fondo del tube, se mezcla (vol:vel)

‘:j con dextrén a1 4%% y se separa la fase del sobrenadaﬁte‘cuaﬁ

dolos eritrocitos se han depositado por sedimentacién a lg.
_ Esta fase del sobrenadante contiene a Tos granulocites (Fig.

123,

*la Aaﬁuﬂiﬁﬂ de Dexxhdn 4% se prepara utilizando ésﬁuCLﬁn de NaCP 9%
" como d&é@ﬁvéﬂi&
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Separacibnde ieuéocitos polimorfonucleares: ETAPA I
Protocolo experimental: Métode de A.Blyum.

Sangre totat con ant1coagu?anﬁe

|

diluir

!

colocar sobre 1a fase de cheTt*pa@ae

cantrifugar
400 g 40 min - 20 V
: sobrenadante ’ - botan ml%u«lw /
"]1nf0c1tos ; eritrocites y granu10§it@s
| dituir

mezct&r»e@n Bextrdn 4%

sedimentar

4060 wim , 4°C

-~

I PN - ¥ :
’ sobﬁgnadanﬁe  botdm celular
centrifugar - ‘ v - eritrocitos

400 g .25 min , 20°C

T 1
10

* sobrenadante bot

n celular

¥

granylocitos

resyspénder

1 - pruebas de viabilidad celular
% - determznac1on de pretelﬁ& ‘
i - conteos celulares
% - ensayos
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muestra de
_sangre
: : _ Hinfocitos .
Ficoll-paque
. granulocitos
eritrocitos

A

granulocitos y eritrocitos

" granulocitos
© eritrocites
- Dextrén

I’4

granulocitos

reritrocitos

e s ' METODO DE BOYUM PARA LA SEPARACION DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES

“




" ETAPA II: METODO DE SEPARACION DE INTERFASES

_ La muestra de saﬁgre con antmcuagu]ante ‘se centr1fuga a -
- 400 g duranta 20 m}nutos, a 20°C.
Ai\term1nar, se extrae Ta interfase, y el plasma se mez

~cla con el paquete de er]trocxtos y granutocitos.

- Se centrifuga a 400 g, durante 20 minutos a ZD°C

Se descartan el sobrenadante ¥ la interfase; el paqueté
ffde eritruc1~as ¥ granu1ocitos se transfiere a un tubo Timpio

‘;~y ‘5 d11uye con solucz&n de sales baTanceadas, (Va] 1:1) Se
{ agkagrega Dextrén 4%, en un’vo1umen ~fgual al vc?umen dei pa

guete‘fesuspeﬂdi&e. Se deja sedamentar a temperatura amb1en

% te, durante 1 hora, al cabo de 1a cual el sobrenadante se

: ﬁépara'y'se centrifuga a 400 g,'durante 30 minutos, a 20°C

~E1 paqugté,ceiuiér obtenido se resuspende con solucidn de
‘saies balanceadas, se centrifuga a 400 g,‘durante 20 minutos
a 20°C. ' |
. Se desecha e1 ‘sobrenadante ¥ se agregan 4 ml de sa?uc1on<
de NaCl 0.2% para producir el choque hwpotanaco mezciando
>lcu1dadosamente durante 20_segundas.
InmediataWEﬂte se le agrega solucidn 1.6% de NaCl
Se centr:fuga a 600 g, duranta ‘20 minutos a 20°C.

5e¢ descarta el sobrenadante {Fig 13}.




Separacién de leucocitos polfmorfcﬂuc1eapes;k ETAPA 1]
Protocolo experimental:
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Método de sepa%acién de interfases.

sangre total, con anticoagulante

" centrifugar
400 g 20 min, 20°C

i T
sobrenadante

L.

intgrfaSe,

1
plasma

P
botdn celular

o

mezclar con plasma

centr%fugar .
400g, 20 min, 20°C.
i .

;sobﬁghadante~,

EOténvge]ular

cambiar de tubo y diluir

mQZCIa? con Dextfan 4% -

" sedimentar

40-60 min temperatura
ambiente

|

b
‘sobrenadante

centrifugar,

|

30 min, 20°C

botdn celular

",jSQBJenadan;e‘

botén ;e1u1ar ‘

resuspender

centrifugar -
400 g, 20 min, 20° C

o :
‘sobrenadante

botbn Ee?u]ar

- choque hipotdnico, 20 seg.

resUspFnder

centr?fugar
600 g, 20 min, 20°C ‘

sobrenadante

botén %e]u?ar

‘ resnsaehder

i

ensayos

pruebas de viabilidad celular
determinacidn de proteina
conteos ce]ulares




‘granulo-
citos

eritrocitos
NaCT 0.2%

plasma
linfocitos

granulocitos
eritrocitos

granuiocitosf *

“granplqcitus
" eritrocitos

granulogitos
eritrocitos -

b SR
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8 granulocitos -
V eritrocitos

plasma
granulocitos
eritrocitos .

- granulocitos
eritrocitos

Dexirén
granulocites |
gritrocitos’

FIG;fis« METODO DE SEPARACION DE INTERFASES PARA LA OBTENCION DE LEUCOCITOS PM
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ETAPA I11: METODO DEL CLORURD DE- ANONIO 0.83%.

Se distribuyen 80 ml de sangre periférica con anticoagu-

};nte’(io UI de heparina bor ml de sangre) en 4 tubos si-

‘f1ﬁcnaizad053 {20 ml1/tubo). Se centrifuga a 400 g (1,500 rpm)
a 4°£,1durante 15 miﬁufos. Se extrae el sobrenadante hasta
"5 mm abajo del menisco del paguete célu}ar, & se g%&rda. ag;
;ﬂda paguete celylar se fransf%ere a otro tubo, ai'cwal se
g‘aﬁaden 10 m] de Ta soTuc1on de sales balanceadas EVal, 1: E
'.? aprox) se mezcla bien y se le agregan 30.ml de Pa seluciﬁn
 4de‘NH4C1‘0.83% {va.;.3}apr6x.). Se deja incubar a tempera~ o
i\tura'am£iente’durante 15 minutos. Se reune el cwﬁtenido ”de

: dos tubos, en un matraz y se afora a 250 ml con Ta. solucién

de NH Cl g. 83L

Se hace 1o mismo -con ]os demés tubos Se fneu&a en bafip

: a 3? C, agwtundo suave y eonstantemente durante 5 minutos.

" Se d1stribuyen Tos 250 m1 en tubo de 9.15 mm de diémetra

%;1nte?no, y se centrifugan a 2,600 rpm ‘durante 10 minutos a
-;.20°£;‘Se desecha el sobrenadante hasta 2 § 3 mm arriba del
o meniscque]‘paquete.6e7ﬁ1af. Se reunen los bo;anéﬁ da todos

j Jas'tubss en un solo tubo. Se cenﬁrifugé a 2'668 rpﬁ,“duran
,i&té 10 minutos a”20°C‘ Se resuspenae el paquete ceiutar obte

?'nxdo con solucidn de sales balanceadas (Tabla 2} éFig. 1&)
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Separacitn de leucocitos polimorfonucleares: ETAPA 111 .

Protocolo experimental: M&todo con cloruro de amonio

Sangre total, con anticoagulante

centrifugar
400 g , 15 win , 4°C

sobrenadante . botdn celular

resuspender
agregar NH4§1 0.83%

15 min |, temperatura ambiente
agregar NH Cl 0.83%

incubar
5min , 37°C

centrifugar
700 g , 10 min , 20°C

|

- sobrenadante , botén celular

resuspender

centrifugar
700 g , 10 min 20°C

|

sobréaadanta botdn Eelular

resuspender

- pruebas de viabilidad celular
~ determinacidn de protefna

_ o ~conteos celulares

P /: R - ensayo adrenoceptores beta
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|

plasma

linfocitos

granulocitos
eritrocitos

§  granulocitos
. eritrocitos®y

~Muestra
‘de
-sangre

granulocitos
eritrocitos
NH4C1 0.83%

granulocitos
eritrocitos

NH4C1-0;83%.

‘granuioc1tos membrana

de ‘eritrocitos
granulocitos

FIG. lﬁ-METODU DEL CLORURD DE AMONIQ 0.83% PARA LA SEPARACION DE LEUCOCITOS PMM




TABLA 2:.
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Preparaci6n de la solucién de sales ba-

lanceadas. Esta solucifn se prepara a partir de dos solucio

‘nes originales:

~ SOLUCION A:

para 1 1t-

para 100 ml.

CxeL

| Concentracidn
(gr} Lgr)
 GM§ma ,GJ k‘; 0.
CaCl,. 2H,0 50.M 0.0074 " 0.00074
© MgC1,.6H,0 .38 mi 0.1992 0.01992
5.4  mM 0.4026 0.04026
C Tris 145 M 17.565 1.7565

Se aforan Tas soluciones con, agua destilada y

el pHvsefajustaTa'l.é con HC1 1N.

- SOLUCION B:

t‘i':{\ﬂati

Concentracifn para 1 1t. para 100 ml.
L : {gr). - o fgr) o
0.14 M 8.19 0.819%

Se prepara la solucidn de sales balanceadas, se-

- _mezcla un volumen de 13 solucién A, con 9 vold-

menes de la solucidn 8.




en

de

65

RESULTADOQS

En este capftulo se presentan los .resultados obtenidos
cada una de las etapas. Cada etapa corresponde a uno

tos métodos:

Etapa I: Método de Bayum.

Etapa II: Métodé de separacifn de interfases.

‘Etapa III: ‘Mé&todo del Cloruro de Amonio 0.83%

~ Los pardmetros evaluados son:

'RendimiEﬁto celular,

Viabilidad celular.

i

Pureza del paguete celular obtenido {conieos celulares

diferenciales).

H

Anilisis ‘de la morfologTa. .




TABLA 3: RESULTADUS OTENIDOS APLICADO EL METCLO DE BOWA

‘ Cantidad de

Rendmiento en
mg .de proteina
{referide a -

! sangre Rendimiento en | 80 ml de san- | Rendimiento en nGmero Yiabilidad

Referencia ; inicial {m1) | mg de proteina |gre inicial), de células celuiar (%
11-I11-1982 1 45 Cinterfase - | interfase - |interfase - , | interfase -
) botdn 6.75 botén 11.7 | botdn 234 X 10( botdn 70
| . Lo e o interfase -
15-111-1982 45 La fraccidn recuperada fue Tnfxma’ botén <50
24-111-1982 45 ) . oo interfase -
) La fraccidn recuperada fue nfima hotdn <50
1-1v -1982 40 interfase - interfase 3.3 | .6 interfase -
botén 7.5 botén - 15.0 | botén 300 X 10 botén g7
nterfase - interfase - .1 interfase -
B-1x -1362) 10 botén 271 | botén  21.7 ‘boton 434 X 10° | poten 90
interfase 0.52 interfase 0,52 5 interfaze -
14-1X 1982 80 botén 4.5 botdn 4.5 " botdn . 90 X 10 _botdn 70
interfase - 'interfase 0.9 interfase -
20-Ix- 1ogz) 45 boton 6.0 | boton  10.66 botdn_ 213.2 X 10° | boton 90
interfase 0.54 interfase 0. 54; interfase -~
Vi-X -1962) 80 botén - 6.0 | botdn: 6.0 boton 120 X% | poton 70
! ; 1nterfasa -

23-1V- 1983 ! ; botén 701

| interfase 0.48 | interfase 0,48 3 interfase -
28-1v -1983} 80 i botSn 4.0 | botdn 4.0 'boten - 80X 10° | boten 100

o
o



-~ TABLA 4; RESULTADOS OBTENIDOS APLICANDO EL METODO DF BOYUM

" " Pureza de 1a preparaciéﬁ obtenida: Cnntéongiferenciales(%)

100

Referencia ) o ‘ ,
Neutrdfilos Eosingfilos BasOTilos Linfocitos Monocitos
11-111-1982 |interfase 18 . 8 7 10
. Ibotdn 96 - 2 ; b4 .
15-311.1982 linterfase Tas célutas estaban muy dafadas,no se pudo identificarlas ' :
botdn 81 - - 17 2
25-TT1-1982 [interfase Z - 88 B
botdn T B0 - 39 noo
1-IV ~1982 [intefase 10 - 88 N 2 :
botdn 72 ! - - 28 | -
6-1¥-1982 [interfase T35 c&TuTas estaban miy danadas,no 56 pudo jdentiticarlas 1
botdn 97 - - 2 1 |
14.70 -1982 Jinterfase Tas celulas estaban muy danadas,no se pudo identificarlas i
botdn 82 10 - 8 - |
20~ IX -1982| interfase Tas c&lulas estaban muy danadas,no se pudo identificarias :
botén 99 ‘ 1. - - - %
T1-I% -1982 [interface Tas c8TUTas estaban muy danadas,no se puda identificarias
botén 92 1. - 7 -
23-1V ~1983 | interfase practicamente no habia celuTlas en 1a preparacidn
: botdn a5 2 1 -
: 28-1V 1983 | interfase 24 - 76 ~
botdn - - -

L9



TABLA 55 RESULTADOS CTENIDUS CON EL METODU DE SEPARACION DE. HTERFASES

Pureza de Ta preparacién obtenida

{ Referencia, Rendimiento en | Viabilidad | Conteos diferencias (%)
mg de proteina | celular (5) . Neutr6filos | FEosinSfilos 1§ Bas6filos | Linfocitos Monocitos
5. IV-1982 - .interfase 45 2 ' 2 34 17
_ ¢ botdn 99 - - o1 -
© 6~ 1V-1982 | interfase - - -
| botén 0.4 83 - 14 3
: ! ,
12- 1V-1982 | interfase - 70 - - 30 -
! botdn 0.84 - 99 - - 1 -
|22 1V-1982 | interfase - 4 58
j | botén 5.73 - 92 - - 8
29~ 1V-1982 % interfase - - - - - - -
: | bot6n  4.85 - 88 4 - 8 -
" 4- Y -1982 | interfase a8 1 50 1
: | botén 1.4 100 - - |
{7V -1982 | interfase . 33 66 1
; ; botdn - 75 . - 24 - ;
110~V -1982 | interfase 39 2 58 v
f‘ botdn 5.1 90 i - - 10 - }
11- V -1987 | interfase 10 ; - - 88 2z |
botén ~  3.48 91 1 - 8 - §
12~ ¥ -1982 | interfase i 56 3 41 - ;
botén 5.7 | 98 1 1 -0
18- V <1982 | interfase \ - - - . .
botén - 97 - - - [
19~ ¥ ~1982 | interfase - - - - 7
botbn 95 4 1 - l

39



RESULTANUS OBTENIDOS CON- EL METCBD DE SEPARACION DE- INTERFASES-

Referencia ¢ Rendimiento en | Viabilidad . Pureza de la reparacidn obtenida Conteos diferencias (%)
mg de proteina | celular (%) i NeutrBfilos Eosingfilos Bas6filos| Linfocitos Monocitos
21- ¥ ~1982 . botén 5.73 - 92 5 - 3 -
25~ ¥ -1982 § botdn 1.8 - 78 - - 22 -
27~ ¥ -1982 : botén 11.4 f - 94 3 1 i -
?7- V -1982  botén  10.4 - 93 5 - 2 -
3-¥I -1982 - botdn 2.89 - 93 b - 1 -
| 10-VI -1982 botén 5.3 - 9 - . -
5 11-V¥1 -1982  botdn 3.45 - 96 3 - - 1
21-V1 -1882  botdn - 82 - - 18 -
25-¥1 -1982 botdn 1.2 células 76 1 - 23 -
i rotas
| 30-v1 -1982 ' boton - 100 . - . -
| .
[ 6-VII-1982  interfase - 64 - - 38 -
! botdn - 86 - - 14 -
| 12-VI1-1962  botén 6.9 | c&lulas muy 9 1 - - 1
‘ j dafiadas -
21-Y11-1982 | botdn - 98 1 - 1 -
| 23-¥11-1982 . interfase - 2 - a8 -
) i botdn 100 - - -
26-Y11-1982 | botén 6.1 _ miichos 100 - - - -
| ) eritrocitos
29-VII-1982 | hotén 5,97 muchos 97 3 - -
! eritrocitos

69



TABLA 7: RESULTADOS OBTENIDOS APLICANDO EL METCDO DEL CLORURU DE AMONIO

Referéﬂcia Cantidad de sangre ~ Rendimiento en _ | Rendimients ~en Viaﬁbi‘lidad

) inicial (ml) mg de proteina ndmnero de c&lulas celular (%)
3-VI11-1982 80 12.46 - 29.2% 100 -
B-YI111-1082 , 8. . ' 13.0 260, x-10° 98
e 10-Y111-1982 80 7.2 144, x 10 95
12-Vi11-1982 | g0 2.2 44, x 10° 93
13-VII1-1982 80 S 6.2 124, X 106 92
17-VI11-1982 , 80 ! 9.1 1. x 108 60
19-vII1-1982. | . 80 1.7 234, x 10° 85
23VI11-1982° | 80 7.1 142, x 108 g8
23-Y111-1982 80 - - : .
26-V111-1982 . 80 6.2 124, % 10° 87
31-VII1:1982 - so. 5.4 108, x 10° 89
31-VII1-1982 80 - . -
2- 1% -1982 8 I 10.9 218, x 10° 90
23- 1 -1982 | 80 ©11.6 232, x 108 © 90
28~ IX -1982 | 80 ; o 10.49 200.8 x 10° - 89
24- 11 -1983 80 , 13.3 266. X 10° 90
27- 11 -1983 | 80 ‘ 141 282, X 10° 97
x93 g ‘ %=88.9%
oIk oy

" ${x)=0.25 . g
s . AT I
=8.0ws 0,0 ] x=25(x}=88.9~+3.3
intervalo de confianza al 95%=85,6—=392.7 = 85,6 s 92,2

0L



TABLA 8: RESULTADUS OBTENIDOS APLICAWDO LA TECKICA DEL CLORURO DE ATNIO
:Pu‘feié ,de{”'l_a preparaci‘éh- ﬁhal c’;b‘ténida: " conteos celulares &ifer"éné{ams(%) S

B

intervalo de confianza al 95%

91.6-—+ 93.4

‘| Referencia ‘
1 Neutr6filos.. .|  Eosin6filos Basofilos | * Linfocitos | Monocitos
f 3-VIII-1982 - 95 - - 5 .
| 5-vIII-1982 68 ’ 5 - 18 9
| 10-VII1-1982 9% 3 - 3 .
F12VITI-1982 95 - 1 4" -
| 13-V111-1982 96 ; 1 - 3 i .
! 17-YI11-1982 97 \ 2 - - 1 ;
 19-V111-1982 88 3 - 7 | 2
. 23-YIT1-1982 93 - - 7 -
! 23-V111-1982 97 - . 3 - ]
- 26-VI11-1982 89 3 - 8 ’ .
" 31-VIII-1982 92 - . 6 2 i
31-VIII-1982 90 5 - 5 ! -
2- IX -1982 ‘90, 1 - 9 -
| 23~ IX -1982 95 2 - 2 1
28- IX -1982 75 2 - 23 -
24--11 -1983 92 - . . 8 -
27- V -1983 92 3. 5. -
- X=92.5%
=7.09
N
K23 (k162 5% s

14



TABLA QCQNPA?ALIQN BE LOS RESULTADOS OBTENIDUS CON EL METODO
DE BOYUM Y CON EL METODO DE. CLORURO DE AMONID 0. 8?”

Porcentaje de

Pureza de

eritrocitos

’Vﬁabi?idad Contaminacidn por |Tiempo de ob Costo por ensayo
recuperacion | celular’ Ia prepa-|otros tipos celula) tencidn {para 100 ml de
del total de o racién. ires. {aprox) sangre)
Teucocitos de ‘
1a sangre (%) (%) {%) (%) (MIN) {$ M.H)

METO50 DE BHYUM
(resultados publicados por Boyum
en 1968,y por Pharmacia Fine
Chemicals en 1974). 35% PMN
i} obtencidn de linfocitos 35.% 90% 80% 10% eritrocitos 80 $30000.00
i1} obtencion de PMN 48.74 995 | g0z |L IR ponocitos 170 $30000.00
$31400°00
. .9% monocitos
METODO DEL NH4C] 0.83% 16.87 Tinfocitos
membranas de B
obtencion de PMN 37.% 92.3% 89% . 60 $3.40

2L
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ASPECTOS  MORFOLOGICOS

Las fotomicrografias que se presentan a coatinuacidn fueron
tomadas con un microscopic Carl Zeiss con un sistema de cam
po c¢laro. E1 fipo de pelicula empleadc fue pancromitica Ko-

dak Plus X. Cada fotomicrografia presentada tiene 3.3 aumen

tos posteriores, ¥y todas se prepararon en frotis.

SANGRE TOTAL

‘Fig. 15 Fotomicrografias de una extensién
de sangre humana tefiida coﬁ la sg
lucién de Wright. Sé observan nu-
merosos ervitrocitos y un leucoci-
to polimorfonucliear.

Fotomicrografia de la izquierda:
-aumento: X 160,

Fotomicrografia inferfor:
“aumentos: X 400.
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ETAPA I

METODO BOYUM Interfase Ficoll-pague

1Dym

Fig. 16 FoLam1crografia gue muestra el aspecto general de las cé]u?as separadas
en la interfase de Ficoll-paque. Se observan linfocitos. (L), Aparecen también
una gran cant1dad de eritrocitos contaminantes. Aumentc 100 X.

ia;mn

Fig 17 Leucacrtcs de ]a interfase de Ficoll-paque. Poblacidn celularconstitul
.da principalmente por Tinfocitos {L}. Aparecen nuwerosos polimorfonuclaares
{PMN) La contaminacidn por eritrocitos ha side considerablemente reducida. pg
o Sus§ fantasmas ceiu]ares permaneceﬂ en la praparacién (F. e) Aumento 100 X

5
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ETAPA I

METGDG DE BOYUM " Sobrenadante de Dextrdn

Gaym

Fig 18 Aspecto de Tos 1eucsc1tos separados-en la fase del sebrenadante de Dex

trén Poblacidn constituida en mds del 90% por leucocitos polimorfonucieares

{PMN}, sin embargo aparecen linfocitos {L). La contaminacién por eritrocitos

es. practicamente nula por la aplicacin del chogue hipoifnico, los leucocites
“ también han sido dafiados. Aumento 100X, :

Fig. 19 pebTac10n de Teucocitos paT.morfonucleares a1slada mediante el método
de Boyum. Notese que la poblacidn es muy homogenea, pero 1as celu]as estan muy
maltratadas. Aumento 100 X.
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ETAPA 11

METODO DE SEPARACION DE INTERFASES.

Fig. 20

En este campo se observa
a las celulas aisladas en
la interfase. £s una pobla
«¢cibn heterogenea consti-
-tuida por linfocitos, nume
‘rases eritrocitos {muy da~
flados) y PMN.

Aumento 100 X,

10 pm

Fig. 21

Aspecto general de la poblacidn de Teucoci
tos polimorfonucleares atrapados en la fase:
de] sobrenadante de Dextrdn. Ndtese la au-
sencia de linfocitos, pese a que no se uti
11z8 Ficoll-pague. Se observan también nu-

-~ merosos fantasmas celulares. E1 dafio celu~
lar afin es considerable. Fotomicrografia de
izquierda aumento 40 X, abajo aumento 100 X

10 um
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ETAPA III

METODO DEL CLORURO DE AMOKIO 0.83 %

12 um

Co Fig 22. Aspecto genera? de ia poblacién celular ubtemda mediante el M&

.. todo del clorurc de amonic 0.83%. Practicamente el 100% de las c&lulas son Teg.
o _ cocitos m]fmerfonuc?eares Aumento 40 X.

12

éﬁg 23 *"sa”%amﬁn de teucocitos pelimorfonucieares. obtenida mediante el métoda
© del clorure de amonie 0.83%, Compdrese el aspecto morfoidgice de las células de

v esta prepa”acfsn con el aspecto de las c8lulas obtenidas mediante Tos métodcs
.. .de las etapas Iy 11 fuments 1006 K.
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ETAPA 111
© "METODO DEL CLORURO DE AMONIO 0.83%

Fig. 24 Leucocitos polimorfonucieares obtenidos mediante el métp
do del cloruro dé amonio 0.83%.  Aumento 160X

. 25 Ledcecitos polimerfdnucleares. Aumento 400 X.
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METODO DEL CLORURO DE AMONIO 0.83%

. 26 Leucocitos PMN obtenidos mediante eT método del cloruro de

o
e
(%

0.83%. Aumento 400 X.

anonto




DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los"Teuéo;itos son Gna valiosfsima herramienta experi-

j mental y son‘un‘tejida humano accesible; sin embargo para tra
f‘bajér cbﬁ elloS\es importante tener en cuenta las siguientes
consxderacxones‘ '

‘ Los ;1nfoc1tos constituyen una poblacidn celuTar heterg

" génea integrada por dos subpoblaciones celulares ‘bien defini
’Vdad, pero ofrecen la ventajsa de que 10$ linfocitﬁs T tienen
un tiempc de vidatmedia nuy 1argo, del orden de afios.

Por otra parte los 1eucoc1tos p011morf0nuc3eares, pese
“a que t1enen un tiempo promedio de vida muy corto, de aprox1
. madamente‘ﬁ horas, son los }eucoc1tps MAS NUMerosos y constl ,
f:twyen una. poblacidn ée]u]ar basﬁante h0magénea,'ya‘que 91’96%

de éstoé graru16citos son neutrffilos y en los estudioS«rea-‘
;I1zados ‘hasta la fecha, no se ha xnfarmadc que existan subpo
”}biac10nss de neutréfilos.

Mu;hos aspectos y propiedades de los leucocitos han si-
do sometidos a estudio paré caracterizar¥o; de manera preci-
Vk&alyrdata]Tadaﬂ sin embargo en muthos Cas505 se hayilegado a
mfcdnc?usiﬁnes confusas. V

Las cbntradicciones ¥ diferencias encontradas, pueden
‘ser débidas en buena medida a la contaminacifn de otros gru-
k pasAce§u1ares por un bajn Iimité‘de;EGSQTUQiﬁn del métodoe de

aislamiento empleado.
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E1 Método de Bgyum para la separacidn de Teucocitos he-
diante Ficoll-paque, ha sido disefiado principalmente para se
parar linfocitos, y secundariamente para éeparar . otros ti
pos celulares como granulocitos polimorfonucieares y monoci-
tos. '

Cuanéﬁ se trabaja con vollUmenes de sangre pequefios 1o0s

resultados de viabilidad y pureza de .la preparacifn de linfgo

~ citos son bastante buenos, mds de 90% en cada caso. Sin em-

bargo,yademés de la existencia de contaminacidn por ptros ti

pos celulares,como granulocitos en porcentajes menores al

- B% y eritrocitos en porcentajes menores de 10%, 1la fecupera-
" c¢idn del total-de leucocitos en la muesira de sangre ini-

" ¢ial, es menor 36%.

En cuanto a la reproduc1b111dad del método, es muy im-

k‘nortante hacer h1ncap1e en las capacidades de los gradientes

de F1co13 -paque y de Dextrdn T 500 y al t]po de rotor que

~. se debe usar.

En este trabajo resultd muy dificil reproducir las con
diciones ideales para obtener resultados satisfactorios. Pa

ra trabajar con viiumenes mayore$ de sangre se pueden &tili

_ zar tubos de mayor didmetro, peroc es muy importante cohser=-
var la misma altura del gradiente que se describe en el tra
~bajo ariginal, de otro modo la densidad de la muestra fesul

-~ ta mayor que la densidad del gradiente de Dextrén, y al so-

brepasar la capacitad del gradienté se'pierden 1as prcpiedg

Tl 'des de separacién.‘Aunque 1a bentrifugaciéh en gradientes de
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~ densidad se puede realizar en un rotor de dngula fijo, es
preferiblé trabajar utilizando un rotor de columpio para
 §evitar el efecto de pared {ver seccibn 3.3).
0tro problema que se presentd fue la excesiva contami
nacién por eritrocitos en las preparaciones finales. Esto
ise tratd de solucionar mediante la aplicacidn de chogues
‘hipoténicos con cloruro de sodic 0.2% durante 20 segundos,
‘pero lTos resultados fueron negativos pues este proceso con
-~ tribufa mis a la pérdida de c&lulas y las maltrataba ain

,més.

Debido a los resultados insatisfactorios obtenidos, a
las difiiultades encontradas en reproducir Tas condiciones

~de ébtehciénkde$crités por Boyum, a la necesidad de lograr rg

cuperar la mayor cantidad posible de granulocitos por cada
muestra de sangre, a la imperiosa necesidad de contar con

un método préctico que permitiese trabajar con vollmenes

" de sahgre syficientemente grandes por ensayo para lograr
 obtener cantidades celulares adecuadas, para poder satisfa-

~cer los requerimientos de los ensayos de unidny,y a la igdal

" mente imperiosa necesidad de obtener preparaciones ‘celulares

j suffcie&temente,puras, para poder descartar variables por

‘ ﬁob1ac%dnes celulares heterogéneas, hubo que prescindir del

: uso‘de'gradientes de Ficoll-paque ¥ Dextréﬂ. Ademds, e1 cos-

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

1 $31,400.00 pues estos reactivos son excesivamente caros. En

V~§ju}10~de 1982 el costo de 250 ml de Ficoll-pague era de $SQQOO.GO
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¥ de 500 gr de Dexbran de $50,000.00 ¥ las casas representantes‘
K de estos productos en, Méxzco, suspendieron la venta del F1co!l—
»paque por incosteable.

~ Se han probado diferentes métodos y solutos para separar
1eucoc1tos como procedimientos de eTectroforeS1s, dast}ntas gra-
!‘dlentes discontlnuos de densidad, mecaﬂ1smes para 1tsar & un t1
po ce1u1ar especaflco. Sin embargo, en este trabago, dada 1a
"sen61TTez deT metcda, se opté por lisar a los eritrocitos con
‘ sa]ucién de <c¢loruro de amonio 0;83%, con base en los trabajos
-\pub]icaﬁcs por Lee et al, {1981);por Ruoho ef 4f, (1980); yApor
Shimizu y Khan, {1982). Sin-emhargo, pese a que con esﬁe hroce—
dimiento se 1iséﬂ eficaimenté a los eritrocitos, los dos‘prime-‘
'.‘ros grupas de auytores emplean Ficoll- -paque, ¥ 105 i1timos auto-
‘res descr1ben una tecn1ca para separar Jeucocitos del brazo de
rgtonesa

Estos autores informan que los leucocitos no sufren altera

V";cﬁdnes al ser expuéstos durante 30 minutos a 1a‘sc¥uci6n de clg'
- ruro de amonic 0.83% y que mantienen una viabilidad mayor al 90%, -
mientréS~que é']os 10 minutos‘tddos los efitrocitoéfque&én Tisa

dos. {Shiimizu y Khan, 1982), y el vendimiento celular es mucho

?'w>més aTto que el obtenido medzante 1as tecntcas de- grad1entes de

. dens1dad descritas por “Boyum. ‘ |
Con gl metodc de separac1on de interfases, se hab:a 109rado
presc1nd1r de? F1coT1 -pague, mas no del Dextran T 500

Sin embargo 1a preparacxon final segu1a siendo 1nsat13facto

- oria en cuanto se puede pareczar en las tab]as de resu?tados ¥y

en 1as m1crofotograf1as. Por esta razén, se opto por combi~
2‘ﬂar 1as éxberiencias‘ obtenidas con el método de separac10n

’VdeVinierfases; y combinar Tlos primeros pasos de este método,
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con 195 procedimientos para 1{sar eritrocitos con cloruro de.
amonio 0.83%. ,
’ De esta manera se logrd prescindir del uso de Ficoll-paque
y Dextrdn obteniendo resuitados satisfactorios en cuanto a rg
ckperaciﬁn y viabilidad celular, como se puede observar en las
fotomicrografias y en ias‘tabTas de resultados.

ET método de cloruro de amonio 0.83% es un procedimiénte
alternativo para separar leucocitos po1imorfonuc1eafes. Con
dicho hrdcedfmiento se ha 1ograd0 obtener una preparaciﬁn ce
Tular gue contiene: ‘ '
o - unVQ#%‘de leucocitos polimorfonucleares.,

- Ta viabilidad celular promedio es de 90%

- en ocasiones ha permitide recuperar cerca del 50%
del total de Teucocitos polimorfonucleares de la
sangre, brindando suficiente cantidad de protefna
especifica.

£ emp}eo‘de 1a sotucidn del cloruro de amonio 0.83%, re-
sulta ccnsiderabtemente'mas barato que el emplear Ficoll-pa~
que ¥y Dextrin, 500 gr de Cloruro de;amenio cuestan $340.00 y
4n ensayo con una muestra .de 100 ml de sangre, no requiere

‘més de 5 gr de cloruro de Amonio. 7

Adem&s éste reactivo se puede conseguir féciimente en
nuestro pafs. ‘

Eén el método de Clorurc de Amonio 0.83% descrito en este
trabajo, se ha legrado ebtene% preparaéibnes cdn suficiente
gr@teina espécffica, en buenas condiciones de pureza'y viabi
§iéad, por 1o gue se propdne gue este método puede ser muy .

gtil. 8in embargo, es muy importante hacer notar que. si bien

i
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existen expebriencias y trabajos anteriores al presente, en
los cuales se informa de la eficiencia de 1a splucién del
cloruro de amonio 0.83% para lisar selectivamente a los eri
~trocitos, és‘necesario cuantificar y determinar éon mayor
;1precisi§n la selectividad de esta accién lisadora del clory
' ro de amonio, es decir, si efectivamente no altera de algu-
. na manera a Tos leucocitos po]imorfonuc?eares. '
En la literatura consultada no se encontr§ una explicacibn
. del mecanismo por el cual la solucidn del cloruro de amonio
1 0.83% 1isa a los eritrocitos.

Sin embargo, se sabe que al disolver cloruro de amonio en
agua, las me!éculas se disocian de acuerde a la siguiente reag
ci§n:

HH OV e N, + OO

Con el agua se encuéntran iones hidrGgeno ¥ iones hidrdxi-
do, ocurre gue:

' | 0 e WY+ oH”

Hy

NH, ™+ €17+ H'+ ORT o NH,OH#CT T+ T

4
£l bidrﬁxido de amonio es5 un electrolito débil, y por taﬁ
to en agua no tiende a disolverse y se conserva como tal. Los
; iones c?n%uro de hidronioc no forman 5cido c?orhfdrico,;puesto
que el §c1d§‘c]crhfdrico es un electrolito fuerte, asf que en
agua el catién BY v et anién Ci” tienden a guedar como tales.

Al haber menos iones hidroxiloc disponibles, el excedente de

hidr6geno provoca un cambio de pH. Esta es la causa de que
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esta disolucidén en vez de tener un pH=7, como era de esperar
se, tenga pH inferior a 7, es decir, es uns saTuciéh dcida
(Morris, 1974). ‘
V Aungue la membrana del eritrocito es Iibremente‘permeabie
a los iones cloruro, en condiciones normales la conceﬁtracién
de iones cloruro, dentro de las células ss solamente del 70%
‘de 1a gue estd presente‘eh»ei piasma‘ﬁangufneo. Esta asime-
“frfa‘entre las concentraciones de los aniones mdviles cloru-
:iro, p&edé atribuirse al efecto de Donnan-Gibbs, puesto que
‘deﬁtra de eritrocito hay una gran concentracidn de iones de
'tproteinas a los cuales la membrana no es permeable. (Morris,
1974). De estos proteinatos, la pkfncipa? debe ser la hemoglo
bina, pues corresponde a un terc%o¢dé1‘péso seco del eritrociA
to. \
Por lo tanta, 1a 1isis de Jos eritrocitos puede deberse en
- tonces a d&é‘caﬁgas: |
'i.- Variaciones en el pH del medio que provocarfanaltera-
ciones en 1a conformacidn de 1a$‘prctefnas estrﬁctu»
rales del eritrolena.
2.- Entﬁada masiva de iones cloruro al interior de los eri
trocitos, ’
Ademés de corroborar la selectividad de esta accidén lisa-
“dora d81 cloruro de amonio, también es'?ecnmendahie realizar
j‘més enséyos para cofroborar si el tiempo de exposicién de las

cétulas al cloruro de amonic que se propone en este trabajo,
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s ol Sptimo. Estas determinaciones se proponen por la varia
"Wbﬁlidad'encontrada en los resultados de recaperacién (vér ta
bla de resultados de 1la e{aba 111). De esta manera se pre-

'ténde lograr que el métodh sea reproducible ¥ cdnfiab?e,

C@nvfene §ambién precisar si-la solucidn de Cloruro de
Amonio tiene ﬁtros componentes que ﬁudieran interactuar con
las cé]ufasvais1adas.‘

Lé~viabilidad de los leucocitos PMN se evaiué mediante la
prueba de ext1usi§n del colorante azul tripano; péSe a que
1a’determinacién del porcentaje de Viabi11dad‘Cé1u1ar median

Cte esta técnica gs'cémunmente>aceptada‘se puede argumentar,
,que mediante este métoéa no’ée estéd va]orango‘adecuadamente
'j kariaiviabiiidad‘de 1a§ cé1u?as;:Estadids pdsterjofes‘emp]éaﬁ
:do téénicas de cu}tfvo de tejidos pueden ayuda% a evaluar es
te_éspecto de manera més satisfactorié. 7

L6§ eﬁsaycs para determinar la actividad de la adeni]—ci-
clasa mediante la gEﬂeracién de- AMP cﬁc}ico sueiea?br@aripéi
‘te déklos protocotos de isvestfgacioneﬁ‘sobrg adrenoceptores

':y témbién pueden sér considerados como un f&dice de la viabi
" 1idad ;é?u]ar {Boxer e¢f af, 1980; Galant, e#f aE,IQSQ{a }ib.Davies;&"
y befkowitz, 1980; Williams et af, 1976). ‘

Por otra parte, hay que mencionar que existe unm probiena

vaﬁn;abierta} gue tiene el método de ﬁbtenciﬁn planteado en

" este trabajo, y que &s muy impoftante. Este probiema consis-

© te en que si bien se efectuaron estimaciones de la recupersa
' cidn de leucocitos polimorfonucieares, no se ha evaluado cuan-

titativamente y de mﬁnera mids objetiva el rendimiento de ley
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cocitos PHN de 1a sangre; asf que para solucionarlo es necéga
rio cuantificar el rendimiento de granulecitos, en mg de pro
teina o en nﬁmero de células por mililitro de sangre uné
vez obtenida Ja preparacién libre de eritrocitos. Como se puye
de déaucir, este punto esté muy relacionado con el‘aspeéfo

de 1a 1isis selectiva de la solucién del cloruro de amonio

1 0.83% mencionada en el pdrrafo anterior y puede ayudar a re-

ducir el volumen de 1a muestra, para extraer la cantidad m7-
nima de sangre.

Para que la preparacidn de leucocitos polimorfonucleares

: obtenida mediante el procedimieﬁto del cloruro de amonio 0.83%

* sea mis pura, es posible evitar la contaminacidn con membra~

#as de otros tipos celulares que ya han sido lisados median-

te "lavados™ repetidos del paquete celular con solucidn amor

‘i-tiguadora.

Para los ensayos con receptores, es especialmente recomen

‘f,dable hacer varios lavados celulares hasta que la preparacién

' sea suficientemente pura porque la sola presencia de membra

, nas 'de otros tipos celulares puede conducir a falsos resul-

f tados de poblaciones heterogéneas de adrenoceptores. Para es

;é~tipo de énsayos es necesario que en la preparacidn final
no queden mis que células enteras de un solo tipo, y que se
éxtraigan las membranas de otros tipos celulares.

Como este método de aislamiento de leucocitos polimor

Tonucleares se desarrplld para poder estudiar posteriormen-

“te los adrendéeptores beta de estas célu?as,‘es importante ha

| cer 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
'eStudiarlos,fsekpuede concluir que si bien han brindado
mucha infcrmacidn al respecto, es necesario gue en investi-

gaciones futuras:

‘1.~ Se determine y caracterice satisfactoriamente tanto
el n@mero,coms 1a afinidad de los adrenoceptores be?a
en cada uno de los grupos de leucocitos. Es decir, de
~ finir Jas caractgrfsticas y propiedades de los adreng
ceptoresvbeta de cada g}upo dé 1eucocitqs,:porque‘co-
mo se ha mencionado anteriormente,ves‘muy nsrobable
que !os,adrenoceptares de cada grdpo de leucocitos pre
senten caratteristicas probias. De esta maﬁera se cbn
tar§ éonVun‘grupo control cuyos parémetrcs estén defi -

" nidos. Tambidn es fmportante determinar qué interva-

1os de variabilidad son aceptables en condiciones nor

males, ya que pese a.gue se han realizado numerosas
ihvestigaciones para caracterizar a 135 adrenoceptores
beta de los leucocitos, tantd'11nfocit§s como PMN, de
personas normales sanas, exists gran disparidad-y con
fusién entre los informes de Tos distiﬁtos grupos de

investigadores.

En este sentido, es muy recomendable trabajar con los leu
cocitos polimorfonucleares, en especial con los neutréfilos,

por las caracteristicas mencionadas con anterioridad.
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2.- Definir qué pardmetros producen modificaciones en Tos
[ , adrenoceptores beta de los leucocitos polimorfonuclea
res, para tener un control de variables adecuado., Depn

tro de estos pardmetros deberd corroborarse si el ¢lp

il
5
[

ruro de amonio 0.83% no altera a los adrencceptores

o

beta de estbs leucocitos.

Una vez establecido un modelo bien definido en gl que hayan
[ Sido§adecuadamente descritos y caracterizados los adrenodepgd
res beta de los Teucocitos polimorfonucieares, deberdn compro

barse Tas hipftesis que han sido supuestas:.

- que los adrenoceptores beta de estas células, son simi

lares a los adrehoceptares beta de las células de otros

‘tejidas.~
-~ gue los cambios observados en los adrénoceptores beta
de los Teucocitos son representativos de Jos cambios$
ocurridos en los adrenoceptores beta de las células de
~otros tejidos. '
'LQSVestudiqs ¢ investigaciones futuras en los gue se emplee

- a 1os leucocitos polimorfonucleares como modelo, pueden contri

buir a ampliar los conccimientés sobre la modulacifin por neu
z§~ ' ‘ rohefmanas de las funciones fisio1§g1cas medidas por adrenocep
k tdresg sobre los mecanismos hormonales mediante los cuales

se ihduce 1a act{vacién de 1a adenil-ciclasa y sobre Ta:feguig

cifn de estos adrenoceptores en el hombre. También pueden'cgn
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'

tribuir para entender la relacién entre modificaciones de
105 adrenoceptores beta y la etiologfa de enfermedadésgcgk
‘mo la hipertensién arterial esencial, as? como los mecanjﬁ.
'~ mos . de acci6n de ciertos firmacos empleados en su trata-

‘

‘miento.

Mariana Nifiez ZGfiiga
Diciembre de 1983.
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