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La línea c elular MDCK (Madin a nd Derby Canine Kid -

ne;) const ituye una valiosa herramien ta en el est ud io de las 

pro piedade s de la ma yor parte de lo s epitelios espec ializa -

dos en tran sporte , debido a que f o rma n estructuras carac t erí~ 

ticas l lamad as blisters o ampol las como e xpres ión de su fun -

cionalidad (ig ual qu e muchos ot ro s epitelios de este tipo), 

de cido a el lo, se les utilizó cultivándolas en multicámaras -

esté r: le s para observar el efecto que tenía la conce nt ración 

y el tipo de suero que suele agregarse al me d io de cult i vo c~ 

mo c om p l ement o , en la forma ción de di c has estructuras. Se 

c ua ntif ica ron c uatro c a r acterís ticas de las ampollas: área t~ 

t a l y área promedio de ocupación, diámet ro med io y densida d ( 

representada como número de am pollas por cent ímet ro cuadrado 

de s uper f ic ie) encon t rándose que los domos o ampolla s no res

ponden de manera sig nificativa a l as variable s mane jadas, s i 

no que s u formación, d is tribución, número y tamaño dependen 

má s bie n de l a edad del cultivo y de factores i nt rí nseco s a 

él. 
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I N T R o D u e e I o N 



Los seres vi vos se dividen de acuerdo a su nivel de 

comple jidad orgáni ca ,_ primerament e en organismos un icelular es 

y org anismos pluricelul ares; los organismos unicelulares s on 

aquellos que están constituidos solamente por una cél ula,_ -

mientras que los organismos pluri celulares están constituídos 

por varias (inc luso por mil lone s de) células. La s células, a 

medida que aume nta la complejidad de los organismos en la es

ca la evo lutiva,_ tienden a unirse y especializarse formando te 

jidos, l os c ual es son diferentes para vegetales y animales, -

de acuerdo a la funci ón específica que desempeñan. 

En l os vertebrados superiores se pueden di stinguir 

c uat r o ti pos básicos de tejidos (Ham,)979;Junqueira,1979), é! 

tos s e c lasi fican de acuerdo a su origen embrionario y a las 

f unci ones específicas que desempeñan en : 

TEJIDO 

EPITELIAL 

CONJUNTIVO 

ORIGEN 

Ectodermo y 

Mesodermo 

Mesodermo 

FUNCIONES 

Recubr i miento y 

revestimiento 

Absorción , Se -

creción , Sensorial 

Sostén, Relleno, 

Defens a, Nutric ión 



MUS CULA R 

NERVIOSO 
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Mesodermo y 

Ec todermo 

Ectode rmo 

Contracción, 

Movimiento 

Sensorial,_ Trans

misión y conduc-

ción de informa-

ción, Control 

Cada uno de estos tejidos tiene gran importancia, _ -

por lo que han sido objeto de constantes estudios para e l me

j or entendimiento de sus funciones; en el presente trabajo, 

nos referiremos solamente a l tejido epitelial,_ por cons iderar 

que es el primero en aparecer como ta l en la historia de la -

evolución de los organismos y por la importancia que reviste 

el hecho de aislar,_ y al mismo tiempo intercomunicar a los or 

gani smos con su medio ambiente inmediato. 

I - 1 EL TEJIDO EPITELIAL 

Un tejido epitelial o epitelio está compuesto por -

una o varias capas de células contiguas, que recubren una su

perficie (interna o externa~ del organismo;_una ~e las caras 

del epitelio está en contacto con el aire o un líquido bioló

gico,_ mientras que la otra descansa sobre una lámina basal -

que une a l epitelio con el tejido conjuntivo subyacente o co-
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ri on (Maillet ,)980) . Los epitelios s e c lasi fi can según bases 

morf ológicas de acuerdo a los s iguientes cri terios: (f ig 1 y 2) 

I For ma de las Cé lulas 

(superficiales) 

II Núme ro de Capas Ce-

1 ulares 

III Na turaleza o Espe

cialización de Es

t ruc turas Supe rfi

ci ales 

IV Es pecialización de 

algunas células 

epiteliales 

Pavimentosas 

Cúbicas 

Prismáticas o c ilíndricas 

Epitelio Simple (1 c apa) 

Epitelio Seudoestratific ado ( 1 capa) 

Epitelio Estratificado (var i as 

capas celulares) 

Sustancias Químicas (cut ícula, 

queratina) 

Diferenc i aciones de la cara api

cal (cilios, estereocilios, borde 

estriado, etc.) 

Células con polo mucoso cerrado 

Células cal ic iformes 

Células pigmentar ias 

Los epitelios están dotados de propiedades comunes 

que t ienden a mantener su estructura func i onal, entre las cua 

les podemos mencionar: 

a ) Cohes ión . - la cohesión evita la dis locación del 
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FIG . Epi telio Prismát i co Seudoestratificado 

La figura 1 representa un epitelio prismático seu

doestratif icado, como se puede observar, las cé lulas semejan 

ci lindros de altura mayo r que el diámetro; al estar ag rupadas 

la base de las células adquiere formas poligonales. Este tipo 

de epitelios resulta de la yuxtaposición de células que repo

san todas sobre la lámina basal, pero no todas llegan a la su 

perficie. 



FIG. 2 
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Célula caliciforme con polo mucoso 

abi erto. 

La fi gura 2 muestra una célula caliciforme típ ic a 

al centro con po lo mucoso abierto, el mucus es vertido libre

ment e al exterior de la célula; se puede observar que l a c ara 

apical de las cé lulas se enc ue~tra tapizada por un borde es

triado de cilios . 
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t e.ii do e pite li a l; está asegurada por interdigitaciones o uni~ 

nes i n t erc e lul a re s a ni vel de las cuales radican las propied~ 

des de adhe r en c ia de l a membrana plasmática. Las dig i taciones 

aumenta n con s ide rablemen t e la superficie de l as células con ti 

guas, a umen t ando a s i su cohesión y facilitando también el - - 

t r ansporte de s us t a ncia s diversas. Las uniones intercelulares 

s on e specializ acione s de la periferia de las células que cum

plen una o varias de las siguientes funciones: 

asegurar la cohesión de las células entre sí, 

obturar el espacio intercelular, 

tran smitir informaciones de una célula a otra. 

Entre e s tas uniones se distinguen las uniones abier 

t as , un i ones estrechas, comun i cantes y de smosomas entre otra s . 

b) Acoplamiento Electrofisiológico.- el acoplamiento 

electrofisiológ ico de las células debido a los tipos de uni ón 

prevalecientes en el tejido, determina las pos ibilidades de -

in t ercambio de informac ión y probablemente,_ de la s sustancias 

necesarias para el mantenimiento estructural del epitelio. 

c ) Permeabilidad.- los epitelios s on permeables to

t a l o parcialme nt e a c iertas sustancias, así como a las célu

la s migradora s ; e st a permeabilidad asegura la nutri ción y de

fensa de la s células epiteliales. 

d) Re pos ic i ón , Cica trización y Reg ulación.- un epi-
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telio es capaz de renovarse completamente e n pocos días , gra

cias a la migraci6n continua de células que provienen de las 

capas germinativas en caso que las células superf iciales s e -

descamen o destruyan, o b i en, a partir de los extremos de una 

herida,_ para cubrirla con fr agmentos de epitelio nuevo. Los 

' mecanismos de regulaci6n, a veces propios de ciertos epitel io s 

intervienen en su crec i miento y troficidad; éstos mecan ismos 

dependen de hormonas (sustancias elaboradas por grupos celul~ 

res situados o no a distancia del epitelio), y en algunos ca 

sos de calonas (productos secretados por el propio epitelio)( 

Maillet,1980) . 

Debido a las importantes func i ones que de s empeftan -

los diversos tej ido s epiteliales (tales como absorc i 6n, movi~ 

miento, secreci6n, lubricaci6n, excreci6n e intercambio entre 

otras), éstos han sido objeto de innumerabl es estudios; así, 

en los Gltimos 20 aftas se ha venido obteniendo informac i6n so 

bre los mecanismo s que operan en las diferentes membranas ep~ 

teliales,_ lo que ha permitido analizar satisfactoriamente mu

chos fen 6menos fisiol6gicos, _ tales como la absorci6n intesti

nal, la secreci6n salival, producci6n de ácido gástrico, fcr·

maci6n de orina, intercambio de sales y agua a través de l a -

piel de los anfibios, etc. En todos estos estudios, la con-

ducta de las membranas epiteliales se ha tratado de explicar 

en base a las propiedades de las células y las caracterí st icas 

diferenciale s que poseen de acuerdo a la fun ci6n espec ifica -
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que desempeñan, entre otras cosas, se pueden mencionar las p~ 

larida des o asimetría de las capas epiteliales y el tipo de -

unión que predomina en el tejido (Using,1949; · Curran y Salomon 

1957; Di amond,1962; Barry, Diamond y Wright,1971; Biber, Ace

ves y Mandel,1 972) . 

Generalmente esta información ha sido obtenida en -

sistemas naturales, como la piel de rana, vejiga urinar ia, ve 

sícula ,_mucosa intestinal y riñón "in vivo" e "in vi tro", u

sándose para ello el epitelio del animal adulto (Ussing,1949; 

Curran y Salomon,]9 57; Diamond,]962 ; Barry, et al,1971; Whit

tembury,1971; Bibe r, e t a l, 1972; Us s ing ,_et al,1 974). De mo

do que actualmente s e sabe bastante acerca de l as propiedade s 

de barrera y de transporte en un epitelio adulto o ya formado 

lo que no se conoce aún es cómo evolucionan los epiteli os, a 

partir de la diferenciac ión de las hojas embr ionari as hasta -

adquirir y manifestar sus caracte rís t icas diferenciales y pr~ 

piedades de barrera y a s imetría , es decir, cómo, cuándo y por 

qué se e s tablecen estos mecan ismos. 

Se han propuesto do s métodos para r e solver estas in 

terrogantes: 

A) Trabajar con tejidos e n formac i ón. 

B) Utilizar células en cultivo que conserven las ~~ 

propiedades y características del tejido del cual prov i enen. 
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I - 2 TEJIDO S EMBRIONARIOS 

El origen embrionario de los tejidos epitel ia le s que 

rec ubren los diversos órganos de un individuo no es único , las 

cé l ulas epiteliales der ivan de las tres hojas germinativas (Ba 

linsky ,1975). Durante su desarrollo, • el embrión pasa por fa

ses que se caracterizan por la asociación de dos y después de 

tre s c apas celulares; cada una recibe el nombre de "hoja", -

aunq ue sea el resultado de la yuxtaposición de células (el 

término de espitelio sólo se ut i liza para def i nir ciertos te

jidos después del nacimiento). 

Después de la fecundación, el huevo se divide en 2 

bl ast ómeras, permaneciendo constante su volúmen. El número -

de blastómeras aumenta por divisiones consecutivas hasta trans 

formarse en una mórul a , que es un grupo compacto de 16 a 32 -

blastómeras yuxtapuestas. Posteriomente se forma la blástula 

o blastocito por la penetración entre las células de la móru

la de un líquido procedente del medio ambiente, creándose así 

espacios intercelulares que aumentan y se transforman en una 

cav idad única, llamada blastocele o cavidad de segmentación. 

Una vez implantado el blastocito, las células del botón em-

br i ona rio se di viden en dos capas u hojas: 

--- el ectoblasto, capa de células pri smáticas pe

queñas que se s eparan y forman la cavidad amniótica 

--- el endobla s to, capa de células c úbicas pequeñ as 
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El s i guiente pas o e n el desarrollo, es la f ormac i ón 

de l a linea primit iva , que e s un c a na l e st recho en la parte -

media del embr ión hec ha por ahuecami ento; el fo ndo de l a l inea 

está oc upado por var ias ca pas de c é l ulas esfér i c as, a uno y -

otro l ado, la s cé lu l a s c il i ndrica s se yuxtaponen en una s o l a 

c a pa . Las células e sféri c a s de la linea primit i va mi gran ba

jo l a ho j a ectoblástica ,_ asociándose unas a otras y consti tu

yendo una tercera hoja: el mesoblasto . Asi , e l embrión desde 

el principio del desarrollo posee tres hojas, ectoblasto, me

soblasto y endoblasto, de las cuales . derivan todos los epi te

lios del organi smo (Ma i llet , 1980 ) . Por ejemp lo , la mayor pa~ 

t e de la s células epiteliales que recubren la piel y algunas 

cavi dade s natural e s (boca, ano y fo sas nasales) s on de or i gen 

ectodérmico ; el epitelio que r evi s te casi todo el t ubo diges

tivo y el árbol respirator io deriva del endodermo, mientras -

que los epite lios rest antes, como en el caso del riñón, tie-

nen un origen mesodérmico (Tabla# 1 ). 

El estudio de los epi t elios en formación presenta -

ser ias dificultades para su mantenimiento, debido· a . que las -

cé lulas aún se encuentran en etapas de diferenciac i ón y requie 

~ren tratamientos espec iales y costosos, además, la vida me

dia de las células en etapas indiferenciadas es sumament e cor 

ta, por lo que se r equiere gran cantidad de embri ones para el 

e s tudio de sólo unas cuantas células, su evolución y fu nciona 

lidad . 



LA TABLA INDICA EL ORIG EN DE CADA UNO DE LOS EPITELIOS. 

ECTODERMO 

- Epidermis 
- Epitelio de la 
cavidad bucal y 

del ano 

- Porciones epit~ 

liales de los ór
ganos sensoriales 
(olfato, oido,et~) 
- Cavidad nasal, 
seno maxi¡ar 

- Porción terminal 
de los tractos uri 
nario y genital 

- Epitelio ante
rior de la córnea 

- Capa más externa 
de la membrana tim 
pánica 

TABLA I 

MESODERMO 

- Epitelio del aparato 
urinario (pelvis renal, 
uréter, uretra) 
- Epitelio del aparato 

genital (tubárico, ut~ 

rino ,_ vaginal) 

- Mesotelios que limi
tan las cavidades ple~ 
rales, pericárdicas y 

peritoneales 

- Endotelios (vasos 
sanguineos, lin.fáticos, 

cavidad c ardiaca) 

ENDODE RMO 

- Epitelio del aparato re s pira t orio 
(laringe,_ tráquea,_ bronquios, al veo 
los) 
- Epitelio del aparato digestivo (e
sófago,_ estómago, intestino, col on) 

- Epitelio del conducto faringotimp~ 

nico 
- Epitelio de la cavidad media del 
o ido 
- Epitelio que reviste la c a ra in t e r 

na de la membrana timpáni ca 
- Epitelio que recubre las cavi dades 

mastoideas 
- Epitelio vesi cal (excepto el tríg~ 
no) 

- Porción inferior de la vagina 
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La segunda opción, utilizar células en cultivo que 

conserven l as propi edades y caracterís tica s del tejido del -

cual proviene n pre senta en cambi o, grandes ventajas: 1 ) la 

clonación permite estudi ar una población homogénea de un solo 

tipo celular . 2) se puede di sponer de gran número de célu las 

o cult ivos para estudios diversos. 3) se pueden con trolar -

las condiciones de crecimiento o desarrollo antes, durante y 

después de lo s exper i mentos, con lo cual se reducen los facto 

res de errores experimentales por influencias externas y 4) 

es posible usar técnicas gené t icas cuyo cos to se reduce consi 

derablemente s.:i,n afectar mucho las característ icas de las célu 

las en comparación con los tejidos "in vivo " (Handler,1978). 

Por todas las ventajas que estas técnicas proporcionan, ahon

daremos un poco más en e l tema. 

I - 3 CULTIVO DE TEJIDOS 

Los primeros inten t os de c ulti var tejidos datan de 

1885, cuando Wilhelm Roux l og r ó transpl antar muestra s de em~

brión de pollo a medio s a lino t emplado, en donde se conserva

ron l as células viva s durante varios dí as ; posteriormente , A~ 

nold en 1885 y Jolly en 1903 transfirieron i eucoci tos ( proce~ 

dentes de ranas y salamandras) a medio salino y suero , logra~ 

do observar movimiento y división de las células vivas . Sin 

embargo , es a Ross Harrison a qu i en se le consi dera como el -
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"padre" de la técnica de cultivo de tejidos , ya que sus expe

rimentos (realizados en 1907) mostraron que adoptando el mét~ 

do de la gota pendiente usada por los bacteri6logos , no s6lo· 

era posible conse r var los tejidos vivos "in vitre" durant e va 

rias semanas sino que el procedimiento era un método de inves 

tigac i6n capaz de aportar una contribuc i 6n fund amenta l al ro

noc imiento biol 6gico . 

El siguiente aporte importante fue real i zado por A

lexis Carrel ,_ inventor del mat raz que lleva sú nombre y redu

ce considerablemente los r iesgos de contaminaci6n en los cul

tivos; posteriormen t e los experimentos de Lew is y otros inves 

tigadores culminaron c on e l reemplazamiento de los medios de 

cultivo naturales (plasma y extracto embrionario) por medios 

sintéticos elaborados con componentes conocidos, que son los 

más usados ac tualmente. 

La composici6n y las propiedades de los medi os de -

cultivo son los factor e s más importantes para conseguir e l ~~ 

éxito en los cultivos de células " in vitre ''; para ello el me

dio de cultivo debe cumplir una serie de requis itos c omo son: 

1 . - Nu t r i entes.- de be proporcionar todas las sales, aminoáci

dos, lípidos, carboh i dra tos, vitaminas, etc . nec esarias para 

que las células vivan . 

2.- Capaci dad amorti~uadora. - debe poseer amort iguadore s no -

t6xicos que mantengan el pH entre 7 . 0 y 7 .4 aún a pesar de 
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que las cél ula s produz c an sustancias áci das. 

3 .- Isotonia.- las sus tancias disueltas en el medio tienen 

qu e ser· isot6ni cas con respecto al fluido intacelular. 

4.- Esterilidad.- los med i os t ienen que estar exentos de mi

croorganismos, pues si éstos se presentan, encontrarán en e l 

cultivo las condiciones ideales para su desarrollo, lo que -

destruiría a las células. Para reforzar las condiciones de -

esterilidad de los medios, se suele agregar a ellos antes de 

su uso, antibióticos ( como la penicilina o la estreptomici -

na ) en concentraciones bajas que no sean tóxicas para las cé

lulas, pero suficientes para inhibir el crecimiento de mu -

chas de las bac ter i a s que pueden contaminar los cultivos ac

c i dentalmente . 

La composición de los medios sintéticos se obtuvo 

como resultado del estudio de las necesidades nutricionales -

de las poblaciones celulares; como ejemplo de un medio sinté

tico completo, de los más usados en la actualidad tenemos al 

Medio Mínimo Esencial (M.E.M . ) de Eagle (Apéndice 1 ), que con 

tiene 13 aminoácidos y 8 vitaminas, y junto con los electroll 

tos y la gl ucosa que se encuentran en la solución salina equl 

librada (Apéndice 1) agregada al medio, logra la propagación 

indefinida de las células "in vitre" en presencia de sólo un 

5 a 10 % de suero. La contribuc ión precisa hecha por la pe -

queñ a propor ción de suero que se añade generalmente a lo s me

dio s sintéticos no es bien comprendida aGn (Sharp,1980), p ar~ 
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c e c omo si cierta s mo lécul as protéicas (probablemente l as t
globul i na s) presente s en e l s uero e jercieran un efecto benef ~ 

cioso sobre los c ul t i vos promoviendo la adhere nc ia y la expa~ 

sión ce l ular y estimulando la división celular, y rec i e n teme~ 

te se ha sugerido que las hormonas del suero juegan amb1é n -

un papel significativo. 

Aún cuando el mantenimiento de las células "i n vi-

tro" en un medio totalmente definido es un posibilidad práct~ 

ca hoy en día, esto es posible solamente para unas pocas ce-

pas celulares muy específicas; la tendencia de la s cé lulas e

piteliales a unir se y formar láminas extensa s pers i s t e con mu 

cha fre c uencia cuando exi st e una superficie adec uada en l a 

cual puedan adherirs e , y esto hace que las células epitelia -

les constituyan un recurso invaluable para realizar estudios 

dive rsos de fenómenos de transporte, secreción, y en general, 

para el mej or comprendimi ento de la funcion alidad de éste te

jido. 

I - 4 LA LINEA CELULAR MDCK 

La línea ce lular MDCK (Madin and Derby Canine Kid -

ney) fue establec i da en 1959 a partir de un r i ñón de hembra -

de c ocker spaniel, y desde entonces ha sido de gran uti lidad 

pa ra l a reali zación de múltiples estudios, ya que c·onserva -
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gra n c an ti dad de las caracterí s ti c as diferenc iales del epite

l j o r en a i . 

El e pi t elio del riñón e s uno de los más específicos 

pues la f unc i ón de exc reción que desempe ña es sumamente c om -

pl eja ; la exc r eción es un mecanismo de depuración de la san' 

gre para la eliminaci ón de l os desechos tóxicos y no metaboli 

zables por el organismo, este mecanismo se realiza gracias al 

trans port e act i vo de las sustancias no metabolizables por las 

células, lo que indica que las células epiteliales del riñón 

se encuentran altamente especial i zadas. 

Las células MDCK se comportan como epiteliocitos en 

l·ult i vo y, al i gua l que las células del epitelio renal "in si 

tu " cons e rvan su número cromosómico durante largos periodos -

de ti empo (ocasiona l me n te , pueden aumentar su número, pero e~ 

to de pende de la edad del cultivo)(Gaush,1966). Cuando se ha

c e un c ulti vo de te j i dos, las células se comportan en forma -

semejante a las bacterias en lo que r e spec t a a su curva de -

~ recimiento, por lo que se puede c aracterizar a é s te con una 

·: ur va l ogí s ti c a ; en e l cas o de la s MDCK, la fase logarí t mica 

se a lcan za entre los 2 y 5 días, después de lo cua l, el c ul t~ 

~o ti~n d P a un as ín tot a que r epresent a l a fa se e s tabl e o con

f . uente , en la que las células forman una monocapa uniforme -

' Apé nd ice?.) y se de t iene el crecimi ento ace l erado. La s cé l u 

l a s MDCr se unen e n tre si conservando las caracterí sticas mor 
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fofisiol6gicas del epitelio renal, esto es, se unen a las ci

lulas de otro tipo (como cilulas musculares o del tejido con

juntivo en el caso de que se inyecten en animales (Leighton,

et al,1968)) o al soporte (cajas de Petri, botellas de culti

vo, etc.) por su cara basal, la cara apical se encuentra pro

vista de numerosas microvellosidades, y la uni6n entre las ci 

lulas se realiza entre las caras basolaterales (fig. 1 y 2 

por medio de uniones estrechas y zonas adherentes (Owens, et 

al,1974). 

Cuando las MDCK alcanzan la fase estacionaria o es

tado conf l uente, se hace evidente su especialización como ep~ 

telio de transporte debido a que aparecen en el cultivo unas 

estructuras características llamadas "blisters", domos o amp~ 

llas. La formación de domos o ampollas es un razgo caracte ~ 

rístico no sólo de las MDCK, sino en general de las cilulas -

en cultivo que provienen de tejidos epiteliales especializa -

dos en transporte, tal es es caso de las cilulas del cuello -

uterino (Auersperg,1969); epitelio mamario del ratón (Me. -

Grath,1971 ); hígado de ratón (Owens, 1974); riñón de cerdo ( -

Smith,1974); hígado de ratón (Taub,et al,1980) y riñón de co 

nejo (Chung,1982) entre otros. La formación de ampollas se -

debe a la polarización funcional de las cilulas que acumulan 

iones y agua gracias al transporte entre su cara serosa o ba

sal y el soporte en el cual se encuentran adheridas; dichas -
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ampollas s~n estructuras hemisféricas compuestas por varias -

célul as (fig. 6) y se interpretan fisiológ icamente como pro -

duetos de l a reabsorc ió~ intersticial de l os componentes del 

med io , en fo rma seme jante al filtrado glomerular. Después de 

crecer y mantenerse e s t ables durante uno o dos días, las amp~ 

llas se colapsan, retornando entonces los fluidos al medio y 

adh iriéndose nuevamente las células al soporte (leighton,1968) 

Se han realizado di versos experimentos en busca de 

dat os que confirmen que las ampollas son el resultado de un 

transporte ac ti vo, encon trándose que al quitar iones de Na+ 

K+ o introducir ouabaína al medio (la ouabaína es un glucósi

do tóxico que inhibe el transporte de la bomba de Na+ - K+ ) , 

la formación de ampollas des aparece (Abaza, et al,1974 ), ali 

gual que cuando se emplean iones de magnesio y manganeso (Ra

bi to , 1978) . El efecto contrario, es decir, aumento en la fo~ 

mación de domos se verifica al agregar al medio cationes div~ 

len tes, AMP cíclico, papaverina y diversos solventes polares 

(estos elementos incrementan o estimulan la actividad de la -

bomba de Na+ - K+); así como algunas hormonas (vasopresina , 

oxi tocina, prostaglandinas y glucagon , entre otras), lo mi smo 

sucede con sustancias que estimulan una elevación en los nive 

les de AMP c íc lico o inductores de la diferenciac.ión celular 

(Rabito ,1978; Lever,1979 ; Rindler,1979; Valent i ch,1979; Taub, 

1979). 
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Otra sustancia que en algunos casos estimula la di

visión celular, crec i miento y diferenciación es el suero que 

normalmente se agrega al medio como comp leme nto nutritivo pa

ra las células, pero éste puede actuar de diversas maner as de 

pendiendo del tipo de células en cultivo, la concentración 

que se use y el tipo de suero (fetal, de caballo, etc.), por 

ejemplo, estudios realizados en 1975 por Holley, indican que 

algunos tipos de células como las 3T3 (línea celular del em

brión de ratón), requieren de los constituyentes del suero p~ 

ra su desarrollo, mientras que las células BCS - (African -

green monkey kidney cell) se pueden desarrollar con un mín i mo 

de suero en el medio. Sato y col. (1979) han demostrado qu~ 

en diversos tipos ce lulares el suero puede ser reemplazado -

por un medio que contenga factores de crecimiento y hormonas, 

dependiendo éstos del tipo celular empleado. 

En 1979, Taub y col., experimentando con las MDCK -

muestran que puede haber formación de domos en un medio libre 

de suero, pero suplementado con hormonas y factores de creci

mien to ; posteri ormente Taylor - Papadimitrion y col. (1980) -

encuentran que el suero puede actuar sinérgicamente con la · ~ 

xina de la cólera y factores de crecimiento para incrementar 

la tasa de mitosis en células del epitelio mamario en cultivo . 

Tomando en consideración que en los trabajos ante -

riores sólo se menciona la presencia o ausencia de domos, así 
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~orno incrementos en el c recimiento de los cultivos, nos prop~ 

si mo s determi nar ~i papel ~u e de sempeña el suero (tipo y con~ 

r.en t:r aciór1 1 en la fromación de ampollas e n las células MDC K -

c omo una mani fe s tación de la especializac ión y funcionalidad 

de éstas , y establece r si el s ue ro ejerce o no efectos en d i 

chas e structuras a t r avés del tiempo. 



FIG. 5 MONOCAPA DE CELULAS MDC K 

Se observan claramente las células MDCK, 

a sí c omo las uniones entre las células. 



FIG. 6 DOMO O AMPOLLA 

La f i gura muestra un domo o ampolla 

característica en cultivo de células 

MDCK una vez formada la monocapa. 
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II - 1 CULTIVO CELULAR 

Para el des arro l lo de e s t e trabajo se emplearon cé-

lulas MDCK pasajes 61, 62, 65 y 72 libres de contaminantes, ~ 

crecidas en botellas Falcon (fig . 3) a 36~5º C en atmósfera -

de 5 % de C02 y humedad constante (V.I.P. C0 2 Incubator 417, 

New Brunswick , New Yersey) y 100 ml. de medio mínimo c ompleto 

de Eagle ( CMEM)(Apéndic~ 1) con sales de Earle (Grand Island 

Biological Co. (GIBCO)F - 11, Grand Island, N. Y.), 100 U/ ml. 

de penic ilina , 100 jlg./ml. de estreptomicina y 10 % de suero 

fetal bovino (GIBCO 671) (Cereij i do y col. ,1977,1978 ) . 

Cuando las células se encontraron en confluencia, -

fueron tratadas con tripsina - EDTA ( GIBCO 540 ) para resem~~-

brarse en multicámaras estériles de 24 compartimentos (fig.4) 

(Limbro Chemical co., New Haven, Con n . ) con densidad aproxim~ 

da a 6.5 X 105 cél./cm2 . para la realización del experimento 

corresponciente, según el cual cambian algunas partes del mé

todo genera l descrito. Las células una vez en las multicáma

ras, s e dejan crecer a confluencia a 36.5Q C en atmósfera de 

5 % de co2 y humedad const ante con ~ambio de medio ~MEM con -

antibió ticos y las concentrac~ones o tipo de suero correspon-

dientes c ada tercer día para el mantenimiento del· cultivo. 



FIG. 3 Botella Falcon de Cultivo. 

Se esquema t iza una bo t ella f a lcon típica ampleada pa r a el 

c ul t ivo de células "in vit ro" en laborator i o ba jo condicio

ne s c ontroladas de c ultivo. 

f\) 



ººº ººº 000 

ººº 
FIG. 4 Mult icámara. 

El dibujo r e prese nta una mul ticámara de 24 compartimen tos in-

dividuales frecuentemen t e empleada en el cultivo celul ar. 

"" 
= 



II - 2 

22 

DETERMINACION DEL PATRON DE DISTRIBUCION DE AMPOLLAS 

EN LAS CELULAS MDCK 

Después de dos horas de sembradas las células en la 

multicámara , se cambió l a concentración de s uero fetal bovino 

agregado al medi o, manteniéndose constante la concentrac ión y 

el ti po de an t i bióti c os, quedando: 

o.o % de Suero Fetal Bovino 2 compartimentos 

0.8 % 11 11 " 2 compartimentos 

2. 0 % " 11 11 11 2 c ompartimentos 

6.0 % 11 ... " 11 2 compartime ntos 

11 . o % 11 " " 2 compartimentos 

19.0 % 11 " 11 2 compartimentos 

Pos teriormente se dejó crecer a confluencia a las -

células en las condiciones e standarizadas y pasadas 48 horas 

(después de renovar el medi o) se procedió a tomar microfoto

grafías de l os distintos cult ivos bajo el micros copio óp ti co 

(1 00 X) (esto se hiz o para los dos compartimen tos de la multl 

cámara correspondientes a las seis diferentes concentraciones 

de suero). Las fotos fu eron tomadas en línea recta, una por 

mi límetro, empleando para ello una rej il l a de plás ti co t ra ns

pa ren t e , si endo el diámetro de los compartime nto s de 15 mm. 

Las fotografí as se revelaron (cámara oscura Agf a modelo Rond i 

nax , revel ado r Dektol, Kodak) e i mpr imi ero n (amplifi cador Vel 

gel Photogerate en papel kodabromide F - 4); posteriormente y 
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s uguiend~ el criterio e s t a blec i do por Sha rp (1980) se proce -

<lió a rec ortar las zonas de ampol l as para pe s a r las en balanza 

ana l itic a dig i tal ( Sartor i us 1212 MP ) con el fin de obtener -

una medi da relativa del área ocupada por los domos, de acuer

do a l a s r elaciones: 

At pt 100% 

Aa p X % 
i:1 

At área total de fo 

to ( 12 X 1 7 cm) 

pt peso total 

Aa área de domos 

Pa peso de domos 

x = porciento de área 

ocupada 

El porciento promedio del área ocupada por las amp~ 

llas en cada uno de los campos (uno por milimetro e n linea -

recta para cada uno de los compart i mentos fotografiados par a 

cada concentración de suero) se graficó en papel milimétrico 

(gráficas 1 y 2) para de esta manera determinar el patrón de 

distribución de las ampollas sobre la superf i cie de la multi

cámara y elegir los campos con menor distorsi ón ópt i c a para -

la obtención de los resul tados en los experimentos subs ecuen

tes. 
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DETE RMINACION DF.L EFECTO DE LA CONCF.NTRACION DE SUE

RO FETAL BOVINO EN LA FORMACION DE AMPOLLAS EN · LAS 

CELULAS MDCK. 

Para est a fase se montaron dos experimentos que a -

con t i nuac ión se describen: 

A ) Siguiendo el procedimiento anteriormente des -

crito (Cereijido,1977,1978) se resembraron células MDCK pasa

je 62 en multicámaras es tériles, a las que se les cambi ó el -

med io de c ulti vo con diferentes concentrac iones de suero fe -

t al bovino a las dos horas de sembradas, quedando de la mane

r a siguiente : 

Concentración de S.F.B. compartimentos 

o.o % 1 2 

0.8 % 12 

2 . 0 % 1 2 

6.0 % 1 2 

11 . o % 1 2 

19 . o % 1 2 

Se dejó crecer a las cé lulas en las condiciones es

tandarizadas con cambios de medi o CMEM con a nt ibiót i cos y l as 

dis t i ntas concentraci ones de suero cada tercer día. 
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Para registrar el área ocupada por las ampollas o 

domos a través del t i empo se tomaron microfotografías a las -

dos horas de efectuada ¡a siembra (una de cada cámara o · com-~ 

partimento) de la zona central como registro previo para ase

gurar que l as celulas s e encon t raban en buen estado, poste -

riormente s e tomaron fotografías (en forma similar a la ante

rior) al primer día (24 hrs. después de la siembra), al 22, -

32, 62 y 102 día de sembradas las células (una para cada c ám~ 

ra, obteniendose así 12 repeticiones de cada condición experi 

mental). 

B ) Debido al alto costo de los experimentos (tan 

to · la experimentación como el proces amiento de los resultados) 

se decidió disminuir el número de concentraciones de suero a 

probar; así mismo se modificó ligeramente la metodología con 

el fin de que las células no sufrieran períodos de ambienta

ción largos al ser cambiadas las concentraciones de__suero en 

el medio, y que esto altere de algún modo los resultados. 

Trabajando en forma análoga a la descrita anterior

mente, se sembraron 4 botellas Falcon medianas con células -

MDCK pasaje 65 con diferentes concentraciones de ~uero fetal 

bovino (O.O %, 0.5 %, 5.0 % y 10.0 %) agregado al medio y se 

esperó a que llegaran a confluencia manteniendo las condicio-
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nes e stánda r; posteriormente se tripsinizaron (tripsina-EDTA) 

y se les cambió a multicámaras con una densidad aproximada de 

6.5 x 105 cél./cm2 , conservandose las diferentes concentra -

c iones de suero en el medio, quedando: 

Suero Fetal Bovino 

o.o % 

0.5 % 

5.0 % 

10.0 % 

compartimentos 

12 

12 

12 

12 

Las células se mantuvieron en las condiciones estan 

darizadas ya descritas (temperatura constante, ambiente húme

do, etc.) con cambios de medio CMEM con ant i biót icos cada ter 

c e r día, conservándos e las diferenc ias en la concentración de 

suero empl e ado. 

Para la obtención de los resultados se tomaron foto 

gr af ías al microscopio óptico de la zoan central de c ada com

part i mento al primer día de sembradas, 22, 32, 52, 72 y 102 -

día post eri or a la s i embra de las células, con lo cual se tu

vieron 12 r epeticiones de cada condición experimental. 
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EFECTO DEL TIPO DE SUERO EN LA FORMACION DE AMPOLLAS 

EN LAS MDCK A TRAVES DEL TIEMPO. 

Se proced i ó en forma simi lar a la de los experimen

tos anteriores, sembrándose 3 botellas Falcon medianas (pasa

je 72 ) y ag regándose al medio CMEM con antibióti c os dife r en

tes tipos de suero ( Fe tal Bovino, de Ternera y de Caballo)(to 

dos marca GIBCO) a una concentración del 10 % (es la norma l -

en el cultivo celular); manten i éndose las condiciones preest~ 

blecidas para su crecimiento. 

Una vez que las células se encontraron en estado 

conf luente, se les trató con tri psina-EDTA para resembrar en 

mul ticámaras con una densidad de 6.5 x 105 cél . /cm2 teniendo: 

Suero Fetal Bovino 

Suero de Ternera 

Suero de Caba l lo 

12 compartimentos 

12 compartimentos 

12 compartimentos 

Las células se mantuvi eron bajo condiciones estándar 

y cambios de medio cada tercer dia. Las fotografias para el -

registro de datos se tomaron de la zona central de cada compar 

time nto al 2Q, 4Q, 5Q, 7Q y 10Q dia de sembradas las células. 
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III - 1 _ PROCESAMIENTO DE LOS DATOS 

Para la determinación del efecto de la concentra -

ción y el tipo de suero en la formación y desarrollo de los -

domo s en las células MDCK, se registraron los datos del núme

ro de ampollas , s u área y diámetro promedio a travé s del tiem 

po de cultivo, empleando para ello una modificación al método 

propuesto por Sharp (1980) que originalmente consiste en pro

yect a r una imagen del cu ltivo sobre papel de gráfica a un au~ 

mento conocido para enseguida señalar sobre el papel la zona· 

de interés, y con tando el número de cuadrículas ocupadas, o -

cortando el papel por los bordes marcados y pesándolos, obte

ner una ' medida del . área ocupada por las c~lulas que nos inte~ 

r esan. La modificaci ón consistió en tomar microfotografías 

de los cultivos para la obtención de los resultados; este mé

todo tiene la ventaja de no interferir con la vitalidad del -

cultivo_ y puede realizarse a intervalos regulares en el mismo 

cultivo. 

Una vez obtenidas las fotos (condiciones estándar, 

sin orillas) se pesaron de una en una en bal an za analítica di 

gital (Sartorius 1212 MP) y se recortaron las ampollas, pesá~ 

dose para estimar la fracción relativa de área que les corre~ 

pondía, para después procesar los datos (computadora WANG 

2200- T con 16 K de memoria) de la manera siguiente. 
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Obt enci ón del área real de cada ampolla mediante la fórmula: 

Arb % A X Are ) / 100 

donde: Arb área real de ampolla 

Are área real del campo 

(432880 . 6 ){ 2) 

% A área relativa de cada ampolla 

Para obtener el área promedio de cada ampolla tenemos: 

Ab área promedio de e/ampolla 

n # de ampollas observadas en 

el campo 

Obtención del diámetro promedio de las ampollas con: 

Db = ~ Dbi / n y: 

Dbi 2 rA~b 

Obtención de la densidad de ampollas por cm2 con la fórmula : 

n / cm2 1 00 000 0 0 0 X n 

En cada una de las estimaciones promedio s e calculó 

la varianza , el error estándar y los límites de confianza pa-
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ra la estimac ión de la media con un 0.05 de significancia (-

95 % de confianza ) . Posteriormente , con los datos obten i dos 

se realizaron una serie de comparaciones entre las posibles -

combinaciones de las vari ables suero y t iempo, usando para 

ello la prue ba de "t" , con el fi n de averiguar a partir de -

cuándo o entre qué concentraciones o sueros se manifiestan p~ 

sibles diferencias y su grado de significancia. 

Los programas empl eados se anexan en el apéndice 3. 

III - 2 DISTRIBUCION DE LAS AMPOLLAS 

De los res ul tados obten i dos para esta etapa, se pu~ 

de observar en las gráficas 1 y 2 que la distribución de las 

ampollas en las células MDCK sobre el fondo de las multicáma

ras es al azar, e sto es, que no existe un patrón definido de 

di s tribución (contagiosa, ordenada, etc.): sino que más bien 

ésta depende de la velocidad en la formación de la monocapa o 

del estado de confluencia de las células, o sea que en los s~ 

tios en donde primero se establecen las células y se adhieren 

unas a otras para formar la monocapa, es en donde primero ap~ 

recen los domo s o bliste r s , de ahi su distribuc i ón he~erogé -

nea en la superficie de l a multicámara . 
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En esta g r áf ica se o bserva la distr i bución de l a s -

ampo ll as en las célula s MDC K para las concentrac iones de 6.0% 

(línea co n ti nu a) , 11 .0 % ( Unea discont ini¿a) y 19.0 % ( lí nea 



32 
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% am p. 

15 

10 

O.O% S.F.B. 

0.8 % S . F . B. 

2.0 % S . F . B. 

/'-

\ 

5 \ 
I \ 

' ' ' ' 

5 

' , _ 
,, 

I ' I 
-.... ...... . I '' . ..... ..... I . . ...... . . 

. ... 

10 

I \ 
I \ 

I \ 

.. .. 

La gráfi c a muestra e l comportamiento heterog~neo de 

la d istribución d e los domo s a lo largo del d iámetro de las -

c ámaras de cu l tivo para las tres primeras conce n t r aciones de 

Suero Fe ta l Bov i no empleadas para e llo. 

campo 
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pun teada) de Suero Fetal Bovino agregado al medio. Se ve cla 

ramente que la distribución de las ampollas a lo largo de la 

cámara de siembra no sigue un pa trón defi nido, lo que indica 

que las ampollas o domos se distribuyen a l azar. 
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JII - 3 LA CONCENTRACION DEL SUERO 

En los dos experimentos para la concentración del 

Suero Feta l y en el de Tipo de Suero, se tienen los valores -

obten idos para cuatro características de los domos muestrea -

das: área total, área promedio, diámetro medio y densidad re

pre sen tado como número de domos por centímetro cuadrado de su 

perf i c ie . 

EXPERIMENTO A 

Los resultados de este experimento se muestran en -

las tablas 2 , 3, 4 y 5 de donde result an las gráficas 3, 4, 5 

y 6. Analizando la gráfica 3, donde se repre s enta el compo~ 

tamiento del área total de ampollas a través del tiempo para 

las 6 concentraciones de suero empleadas, tenemos que para 

las distintas concentraciones el área de ampollas disminuye 

conforme pasa e l tiempo, es to quiere decir que a medida que -

el cultivo envejece, la superficie total ocupada por los do -

mos es menor, aunque esto no se establece en forma lineal, ya 

que la super ficie de las estructuras es menor al 102 día de -

experimentación para las concentraciones de 2.0 y 0.8 % de -

s uero, asimismo, existen diferencias en cuanto a los máximos 

alcanzados, t eni e ndo las concentraciones 11 .O y 0 . 8 % los pi

r os má s al tos en la superficie ocupada por los domos a l 12 y 



35 

6Q día de cul tivo , cuando éste aún se encuentra en etapa de -

prol i feración celular lenta. Con el área promedio de las am 

polla s la tendenc ia no es uniforme debido a que las ampollas 

má s grandes se localizan en la concentración de 19 % de suero 

al tercer día de ex perimentación, mientras que para el res to 

de las concentraciones el tamaño (área promedio) es semejante 

y s i empre mucho menor con respecto a esta Última concentra -~ 

ción ( tabla 3, gráfica 4). Esto mismo ocurre con la tercer 

característica considerada, el diámetro medio de los domos (

tabla 4, gráfica 5). 

Por lo que respecta al número de domos por centíme

tro cuadrado de superficie (densidad)(tabla 5) se observa que 

hay, en general, mayor densidad en las concentraciones bajas 

de s uero (O.O y 0.8 %) a lo largo del periodo experimental; -

en las concentraciones medias (2.0 y 6.0 %) la densidad de am 

pollas es mayor en los tres primeros días de tratamiento al i 

gual que en la concentración de 11 .O%, mientras que para la 

concent ración más elevada (19.0 %) la dens idad es siempre me

nor a la observada para las otras ~oncentraciones, siendo en 

el tercer día cuando aparec~n menos ampollas por unidad de su 

perficie esto, si consi deramos los r~sultados de área prome -

dio y diámetro (son los valores más altos) indica que es en 

el tercer día para esta concentrac i ón cuando las ampo llas son 

má s grdnde s , pero debido a su tamaño hay pocas ampollas en la 
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mul ticámara, l o cual se puede expl icar en térmi nos de edad de 

e l cultivo , pues se considera norma lmen te, que las célul a s en 

cu l tivo se encuentran en perfectas cond i ciones (c ul t ivo madu

r o ) entre los 2 y 6 dí a s de efectuada la re si embra ( Sharp, -

1980)(g r áf i c a 6) . 

EXPERIMENTO B 

Los resultados obtenidos para este experimento se -

encuentran conteni dos en las tablas 6, 7, 8, y 9, que corres

ponden a las carac t erístic a s de área t otal (g ráfi c a 7 ) , á rea 

promedio (gráfi ca 8 ) , diámetro medio (gráf ica 9 ) y dens i dad -

de los domos (gráf ica 10) respec t ivamente. 

Con trariamente a lo que se pudiera esperar, los co~ 

portam-ientos de estas cua tro caracte r ística s no se asemeja n a 

los del experimento anterior, aún cuando las c uatro concentra 

ciones de suero fetal empleadas no di f i eren considera blemen te 

de las uti lizadas para el experimento A: 

Experimen t o A Experimento · B 

o.o % o.o % 

0.8 % 0 . 5 % 

6 . 0 % 5 .. o % 

11 . o % 1 o. o % 

Es t as diferencias pudieran debe rse a que la s cé lul a s 
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T A B L A 2 

AR EA TOTAL DE AMPOLL AS 

D I A s 

2 3 6 11 

~: 31117 .92 21173.63 23952.36 22571.81 26111.97 
1.1% 3532112331 15111498 11H02026 111376179 57616871 

n = 12 11 12 12 12 

e ~ 37111.12 37989.16 29989.61 2J796.66 16131.31 
o 1.e 1 1311118211':5 1~ 291621823 85938518 37153612 
N n = 12 8 12 12 12 
e 
E ~ 2.1519.311 38393.81 259lr\.51 29367,13 11197.66 
N 2.G %. 281133138 397161226 181592538 66316158 111113691 
T n = 11 e 12 12 12 
R 
A ~ 32876.92 'JJi1ll1 • 86 311191,71 2:51'11.62 19691.62 
e 6.tz 61917112:5 339322522 119118118 126511616 228SS5712 
I n • 12 11 12 12 12 
o 
N ?: 17167.Bll "1182.89 3611.1.89 56157.21 21572.29 

11.1 l 323167616 1118627178 171377731 11319819'59 199161567 
n = 12 12 12 12 12 

}: 11721.91 19878.61 2896M3 11827.BS 33631,BS 
19.11 +19137916 133586611 2211518392 1691869311 1232117931 

n • 12 12 12 12 12 

?= llDIA ~ lit llBru 
= WIRIMZA ll'. lit llESTRA 

n = TM ~ lit llESTRA 
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T A B L A 3 

AREA PROMEDIO 

D I A s 

2 3 6 10 

?: 1970.32 3873.71 2W.66 21'55.82 '1$79,72 
o.o% 13'17278 1198222 339853 1031887 688'159 

n = 12 11 12 12 12 

e ?: 1218.86 iOS6.93 1118.36 2831.38 3536.81 
o 1.e 1 11116359 17'77956 1518619 178162 1159683 
N ne 12 8 12 12 12 
e 
E ~: 3513.33 '1677.61 3671.93 2315.71 1711.11 
N 2.1 % 3699112 3501795 5275591 337853 11631115 
T n" 11 8 12 12 12 
R 
A ~ 3718.79 4152.51 3733.15 '1391..n 1752.06 
e 6.1% 2875635 2899390 1925631 1682851 2861223 
I na 12 11 12 12 12 
o 
N }: '561.1.9 1163.07 1331.82 8138.IZ 5278.33 

u.o% 1186708 2198175 2311519 10z:rillSS 6711153 
n • 12 12 12 12 12 

~: 11n.62 '1391..35 23227.13 771'1..96 6131.17 
19.I % 4935191 1677850 2231253266 911173337 21'171886 

n • 12 12 12 12 12 

?: IElIA DE IJI tl.ES'TRA 
- Wl(JMlA DE IJI 11.ESTRA 

n " T tNtÍO DE IJI llESTRA 
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TABLA 4 

DIAMETRO MEDIO 

D X A s 
2 3 ' 11 

~: 78,16 61 • ., :15." :15.15 
. "·" 1.11 256,9 115.6 11.1 lM.7 78.2 

n• 12 ll 12 12 12 

e ?: 72.61 n.12 69.86 51.61 .... 
o 1.a 1 119.1 138.1 2!16.9 21.s 2'11.1 
N n• 12 8 12 12 12 
e 
E }: 61.39 76.13 66.19 Sl~92 73.3' 
N 2.11 3U,8 181.7 lff,1 11.3 666,S 
T n• 11 a 12 12 12 
R 
A }: 67.35 73,96 67.77 61.71 76.'8 
e 6.11 191.7 219.3 111.2 115.S 115.1 
I n= 12 11 12 12 12 
o 
N ~ 82.92 71.31 73.26 ts.n .,,,.,, 

11.1 z: 221.3 171.6 HZ,1 1319.Z :116.5 
n• 12 12 12 12 12 

}: 71.96 61.61 129,91 17.66 86.tl 
19.11 312,7 152.9 131181.8 2111.a 8'5J 

n • 12 12 12 12 12 

}: llDIA ~ LA llES11ll\ 
WiRillllZA ~ LA llESlllA 

n • TM ~ LA llES11ll\ 
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T A B L A 5 

DENSIDAD 

D :r A s 

2 3 ' 11 

?: ~.:511 1722.18 2329.36 2175.35 2175.35 
1.1 z 3767'r.i Z11711 1168793 693352 363151 

n• 12 11 12 12 12 

e X 2111.59 219".61 1911.31 2317.11 1232.15 
o 1.a z 111817 1U'l'll 1111576 1112631 333132 
N n• 12 a 12 12 12 
e 
E X 1751.83 1931.71 1791.33 2159.81 :m.21 
N 2.1 z 1112656 669932 ll'l595B 373156 227613 
T n" 11 a 12 12 12 
R 
A X 2159.81 1121.16 :zz¡z,35 1751.83 913.29 
e 6.1 z 2915115 616131 1125958 :5116621 266125 
:r n• 12 11 12 12 12 
o 
N }: 2159.91 2159.91 2136.85 1771.18 921.11 

11.1 z 538116 625132 11117936 236113 213761 
n• 12 12 12 12 12 

?: 731,53 1317.56 123,52 1511.57 1386116 
19.I z 715515 591259 261361 331719 611391 

n" 12 12 12 12 12 

~= IE>IA DE LA 11.ESTRA 
"' WtRIMZA DE LA 11.ESTRA 

n = TM DE LA llESTRA 
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fueron colocadas en medio de cultivo con las respectivas can

tidades de suero 72 horas antes de ser sembradas en las multi 

cámaras en este experimento, por lo que se encontraban mejor 

adaptadas a las condiciones de experimentación ( diferentes -

concen traciones de suero fetal). Es quizá por esto que la -

tendencia general de las gráficas obtenidas para las cuatro -

características cuantificadas es semejante en las cuatro con

centraciones de suero empleadas, cosa que no sucedía en el ex 

perimento anterior. 

En general se puede decir que el segundo día poste

r io r a la siembra de las células es cuando se alcanzan los va 

lores más elevados para el área total ocupada por los domos, 

y entre el 5º y 62 día para las cuatro c"oncentraciones de sue 

ro se presentan los valores más bajos (ver tabla 6) volviendo 

a elevarse posteriormente, pero sin llegar a los obtenidos en 

el segundo día, para después (del 8Q día en adelante) volver 

a disminuir su área de ocupación; este comportamineto es seme 

jante para el área promedio y el diámetro medio de las ampo -

llas, que en realidad difieren sólo en la magnitud de sus res 

pectivas unidades de medición, presentando la misma tendencia 

de comportamiento. 

Si sobreponemos las gráficas 8 y 9, podremos ver -

que l os valore s má s ba jos (tablas 7 y 8) fueron obtenidos en 



· 46 

el sexto día, cuando el cultivo (Sharp, op cit) empieza a en

vejecer; al 22 día (cultivo en fase exponencial) es cuando se 

presentan los valores más elevados , que son superados para am 

bas características y en todas las concentraciones al 102 día 

de experimentación, una posible explicación para esto sería -

la renovación de la mayor parte de las células que forman la 

monocapa, pues a partir del octavo día de sembradas las célu

las se observa la formación da capas dobles de células princ~ 

palmente en las zonas cercanas a las orillas de los comparti

mentos, sin que se encuentren signos de contaminación en el ~ 

medio de cultivo, en el cual sólo se observa al momento de ha 

cer la renovación del mismo, gran cantidad de desechos celula 

res. 

Por Último, las variaciones que sufre la densidad ( 

Núm./cm2 ) de las ampollas para las cuatro concentraciones de

suero empleadas son idénticas, pero inversas (aunque no pro-

porcionales) a las observadas para el área promedio y diáme-

tro; es to es, cuanto mayor es el diámetro de los domos {22 y 

102 día posterior a la siembra) menores son los valores obte

nidos para la densidad de los mismos, y viceversa (tablas 8 y 

9 ; gráficas 9 y 10). 
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T A B L A 6 

AREA TOTAL 

o I A s 

2 3 5 6 7 11 

x,. 35189.96 111'580.15 1~127.91 37985,56 1926116.51 139852.97 193t17.79 
e t.t% ~- 151312161 1731186198 1371108281 198196.:"97 3511191828 3285811011 202QS61668'.i 
o n = 12 12 12 12 12 12 12 
N 
e ~ 11702.07 187071.72 126111.73 50811.71 231871.37 151811.57 165231.25 
E 1.5 % 118775317 1592130:111 967513713 283711121 1:111591810 799116518 21119192170 
N n = 12 12 12 12 12 12 12 
T 
R ?: 21100.62 131211.09 75311.71 72803.93 91:i98.22 155517.83 16957.n 
A 5.1% 195615155 1237S8980 2731193125 1159916139 2113787178 16:12912619 312997055 
e n= 12 12 12 12 12 12 12 
I 
o ?: 36318.33 112659.13 n970.s1 71Sfj,97 79639.62 98511.11 75061.31 
N 10.a x 1019775190 627653612 mnBb'll 963257053 1875235025 1572:927619 1171117811 

n = 11 12 12 12 12 12 12 

?: IEDIA DE LA llESTRA 
- WiUNflA DE LA llESTRA 

n = T M DE LA llESTRA 
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T A B L A 7 

AREA PROMEDIO 

D X A s 

2 3 5 6 7 11 

~: 5773.35 7232.82 5425,38 1979,21 11113.32 6261.11 51777.78 
e 1.az 15336293 3971321 2518713 3389719 1913533 1919tn 11393115157 
o n = 12 17 12 12 12 12 12 
N 
e ~ 6197.28 a.n.11 1181.63 3993.16 9175.56 5112.38 llZffl.11 
E 1.5 z 2828ó707 1551152 652217 561591 33111172 +19312 2555131779S 
N n" 12 12 12 12 12 12 12 
T 
R i= 5192.M 6111.61 2915.~ 2966.85 5187.82 1771.'l/ 12181.36 
A 5.0 l ~ 16157896 871631 239388 3861127 3221115 1212181 676133177 
e n" 12 12 12 12 12 12 12 
I 
o ~ 6516.26 5371.91 2675.52 3772,80 131111.95 1215.11 19111.88 
N u.o l 35253109 6697f;S 129181 915517 1219511 13311191 1287616961 

n= 11 12 12 12 12 12 12 

~:: IElIA DE LA llESTRA 
= IJN(lNf1A DE LA 11.ISTRA 

n • TM DE LA llESTRA 
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T A B L A 8 

DIAMET RO ME DIO 

o I A s 

7 3 5 6 7 11 

?: R2 .91 9'S.n 82,36 n.79 118.19 811.82 193,96 
e 1.1% 352,9 151.7 135.2 315.1 162.2 91,S 28791 
o n = 11 11 11 12 12 12 12 
N 
e ?: ~. 89 183.61 75,'[] 71.03 117,511 82.79 231.37 
E C .~ I '17b.3 57,S 13.8 12.1 117.9. 25,9 57320 
N n = 17 12 12 11 12 12 12 
T 
R ?: n.11 l!7 ,23 bl.16 (11 ,22 79.36 n.11 99 .18 
A s.a I 5117 .6 19.7 23,5 31.8 196,1 91,9 6213 
e n= 17 17 12 12 12 12 12 
I 
o ?: 91.69 81.Sl ~.21 68.83 71.25 n.JS 121.n 
N !O.O % 1231 311,5 15.S 11.1 82.3 113.9 11215 

n = 18 12 12 12 12 12 12 

·~t IE>J A ['f 1 A llESTRA 
• = WIU.NUA OE l A llESTRA 
n = T AllAÍO ['f l A 11.fSTRA 



01 A M . 

J.I 

120 

200 

100 

5 10 

' ~ 
"' ~ 

S. F. B . % 

G R A F I C A 9 Mues t r a el comportamiento del d i ámet ro me d io de las a mpo-

llas e n las MDCK a través del tiempo para l as concen t r ac iones de s ue 

ro fe tal empleados en el experimento B. 

V1 
(\) 



53 

T A 8 L A 9 

DENSIDAD 

D I A s 

8 5 6 7 11 

}: 109.71 1119.lll 1591.90 386.20 956.98 1233.96 133.29 
e o.o % 37821 R0338 17525 11717 69'J/6 117997 52788 
o n = l2 17 12 12 12 1Z 17 
N 
e }: 702.52 1218.08 1601.32 711.17 1159.60 1618.11 527.19 
E 1.s z i.M96 ~6 IOR215 71658 69881 152062 318869 
N n = l7 l7 l'.l 12 12 12 12 
T 
R ~= ~0.76 1771.63 1197 .78 1381.67 1059.69 1323.11 508.65 
A 5,0 % . - 55365 'lm9 196507 3'17m 112159 287116 56333 
e n = 17 12 17 12 12 12 12 
I 
o ~ 518.22 HR'.l,15 1643.78 1196.28 971.92 1276.31 161.56 
N 18.0 z . - 1821511 ~ 1837116 131530 132'85 266718 115193 

n= 10 17 12 12 12 12 12 

}= lf'OIA DE 1 A llfSTRA 
= W#1lN(JJi DE 1 A llFSTRA 

n = T Mio Of 1 A 11.ESTRA 
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III - 4 EL TIPO DE SUERO 

De este experimento se puede apreciar, en primer 

término, que e l patrón de comportamiento en el número y tama

ño de los domos es completamente diferente al observado en -

los exper i mentos anteriores, aún cuando en todos ellos se em

pleó s uero fetal bovino a una concentración semejante (10 %); 

y en segundo lugar tenemos que para las cuatro característi -

cas registradas, la conducta seguida por las ampollas es sim~ 

lar, variando sólo en magnitud dependiendo del tipo de suero 

empleado . 

Para el área total (tabla 10, gráfica 11) los máxi

mos valores ( 137, 87 y 190 x 103 )J. para suero fetal, de -

ternera y de caballo respectivamente) se obtienen pasado un -

dí a de efectuada la siembra de las células, después de lo 

c ual decae la zona de ocupación de los domos, presentándose -

en e l cuarto día los valores más bajos para aumentar poste -

riormente, aunque sin alcanzar los valores anteriores. Las -

gráficas obtenidos para las características de área promedio 

y diámetro de las ampollas son idénti cas, variando solamente 

en las magnitudes de l a unidad de medición (tablas 11 y 12); 

como se puede ver las gráficas 12 y 13 obteniéndose los valo

res más elevados al 1Q y 7º día posterior a la siembra de las 

células, y los valores más bajos se presentan en el 4Q día ( 
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948 x 103 ~ en S.F.; 499 x1 03 µ en S.T.; 1536 x 10 3 ~ 

en S.C. pa ra área promedio y 33.7 ~ en S.F . ; 24 .1 }J en S. 

T.; 44.1 p en S . C. para el diámetro medio). 

Por lo que respecta a la densidad (tabla 13) se ob

serva claramente en la gráfica 14 que las variaciones que su

fr e a través del tiempo no son las mi smas para los tres sue -

ros , así mismo, no representa un pat r ón i nverso al presentado 

en las dos caracter í sticas anteriores, como sucedí a con las -

concentraciones de un solo s uero (experimento B) donde la de~ 

sidad es inversa al diáme tro y área promed io de l as ampoll as, 

esto se puede deber a que cada sue ro cont iene cantidades dif e 

rentes de las sustancias que l e componen (diversos tipos de -

aminoácidos, hormona s y/o promo tores) que de alguna manera p~ 

di e ran afectar e l tamaño y la cantidad de domos , sin que esto 

quiera decir que promuevan directamente su formac ión. Smith 

(1978) , Ric km an (19 80 ) y Thomas (19 81 ) encontraron que el sue 

ro y otras sustancias estimulan indirectamente el crecimien to 

celular al aumentar la tasa mitótica y la síntes i s protéica, 

disminuir la actividad fosfodiesterasa y elevar niveles de 

AMPc; estos factores pudieran ser en parte, responsable s de -

la expresión de funciona l idad de las MDCK, pues se sabe que -

aumentos en la síntesis de proteínas y altos niveles de AMPc 

influyen en la expansi ón de citoesqueleto y formación de ci -

l i os, que a su vez aumentan el transport e transepitelial ( Han 

d ler, 1 980; Mull i n, 1980: Gr i epp, 1 981 ; Herzlinge r , 1 981 ; Meza , 1 98 1 ) . 
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TABLA 10 

AREA TOTAL 

f) I A s 

7 1 5 7 11 
T 
I ~: 1372.31.29 'l'lló6.66 1393.71 7166.11 22353.23 75112.07 
p mtt. 1655335583 ?6013721 50168161 'Jl'Jl773 59979135'5 821271158 
o n = 12 12 12 12 12 12 

o ~ 86961.89 21811.05 55611,65 13818.93 15699.51 31817.79 
E TEJMRA 231597828 11653n1 111686860 151612775 373965231 113231881 

n = 12 12 12 12 12 12 
s 
u ~: 189928.06 39266.21 12661.28 73855,92 n168.51 15187 .62 
E r.AllAl.lO 1567911128 81612118 17283701 81817912'5 638188538 12611665 
R n = 17 12 12 12 12 12 
o 

~= IEDIA ()[ 111 ltESTRA 
= VMIPMZA DE LA ltESTRA 

ÍI = TM DE llt llESlRA 



A .T . 
JJXI0

3 

120 

200 

60 

100 

F. T. e SUERO 10% 
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TAB LA 1 1 

)\REA PROM ED IO 

f) I A s 

1 1 5 7 11 
T 
I ~ 5635.29 1018.17 918.37 1831.09 3621.21 5606.99 
p FITAL 781205.3 21791.1 186721.8 30096.8 9832186 592/i779 
o n = 12 12 12 12 12 12 

D ~: 3197.92 601.97 199·,65 1536.52 3712.53 1826.12 
E TEP.IERA 221683 .1 2891.6 9739'3.9 617821.9 18355673 359296.1 

n = 12 12 12 12 12 12 
s 
u ~: 6151.51 1057.liS 1536.33 2971.19 8938.53 1203.17 
E C/l&'lLO 6'12609 .6 30362.9 70853.7 551936.9 11917189 17691.8 
R º" 12 12 12 12 12 12 
o 

~= ~IA DE LA llESTRA 
= VMJMZA DE l A llESlRA 

n " TAllAÍO Df LA llESTRA 
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TA B LA 1 2 

DI AM ETRO MEDIO 

D I A s 

2 1 5 7 11 
T 
I ?: 81.'17 35,97 33.71 18.23 61.38 ez.19 
p m fi 1Z.79 7.71 75.2 5.25 923.1 136.9 
o n = 12 12 1Z 1Z 12 1Z 

o ?: 66.59 77.73 21.09 13,27 58.51 '17,58 
E lmERf¡ . - 21.5 1.53 68,8 92.1 1108 66.6 

r1 = 12 12 12 12 1Z 12 
s 
u ~= 88.35 36.58 11.87 61.05 111.18 39.11 
E iAW.111 . - n .e 9.82 is.o 56.7 571.5 12.2 
R n = 17 17 17 12 12 12 
o 

~= lfDJA OF 1 A llESTRA 
• = VMI/tMZA flE 1 A ltP.mlA 
n = T.wio DE lA llESTRA 
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Se mue s tr an la s va riac i ones del d i ámetro med i o de l os do-

mos a t rav~s de los 10 dias de exper i men taci6n e n las MDCK. 

O\ 
r\) 
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TABLA 1 3 

DENSIDAD 

J) I A s 

7 1 5 7 11 
T 
I ~ 1361.12 5082.73 'K/l,79 962.51 1366.81 3115.91 
p rntt. 59792,3 1308187 1152359 185111 2112915 1131771 
o n= 12 12 12 12 12 12 

o ~= 1103.51 835i.88 IW.37 7117.68 1691.DB 3965,68 
E TfRlfRA +'811 7157.12'\ 5'196287 1123'1328 5737611 1155997 

n= 12 17 17 12 11 12 
s 
u ~= 1767.~ 11528.1"1 2102.09 5987. 92 2098.35 2916.88 
E r.t&UO 159767 7003212 888571 5912615 6836'\9 965133 
R n = 12 12 12 12 12 12 
o 

}= IEDIA llf LA 11.ESTRA 
= WiUl'Hl.A Of LA 11.ESTRA 

n = T AttAKl llE IA 11.ESTRA 
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SUERO 10 % 

Se puede observ ar lo s c ambios que sufre l a de nsi dad de do 

mos a travé s de l t iemp o pa ra tres t i pos de sue r o agregaáo s al medio 

de c ult i vo pa r a l a s cé lu las MDCK. 

O\ 
.f:> 
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III - 5 LAS PRUEBAS ESTADISTICAS 

De la aplicación del estadístico "t" (tab l as en e l 

Apéndice 4) se obtienen los valore s críticos al realizar las 

posibles combinaciones entre las variables suero (concentra -

ción o tipo) y tiempo, los asteriscos indican que existe dife 

rencia signi fi cativa (95 % de confianza) entre el va lor obte

nido a partir de la prueba y el valor teóri co o de tablas si n 

embargo, estas diferencias son incongr uent es al compa rar las 

combinaciones "días de cada concentración o tipo de suero " y 

"concentraciones o tipo de suero de c ada dí.a ", pues lo que p~ 

ra una prueba es significat ivo, para la otra no lo es; si re

cordamos e l principio ma temát ico que dice " dos números cua -

lesquiera ig ua l es a uno tercero son iguales entre sí " y lo -

extendemos a nuestros r esultados cabría esperar que por ejem

plo, cuando encontramos d i ferencias entre l os días 2 y 10 pa

ra las concentracione s x , y , a l anal izar las combinacione s de 

concentraciones para cada día, encontráramos que l as concen -

trac i ones x - y tuvieran diferencias significat i vas en l os -

días 2 y 10, o sea: 

concentración x concentraci ón y 

día 2 10 * día 2 1 o * 

donde * es di f erencia s ignificativa 
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día 2 día 1 O 

concent. x y concent. x y * 

Pero en nut:st ros res ul tado s tenemos: 

concentración x concentración y 

dí a 2 1 o * día 2 10 * 

día 2 día 1 o 

concent. x y + concent. x y + 

donde: * diferencia signifi cativa 

+ diferencia no significativa 

De ahí l a incongruencia matemática , que en términos 

de interpretación bio lógica puede explicars e considerando que 

1as di f e rencias en la f ormac ión, tamaño y número de lo s domos 

~n la s MDCK a través del tiempo de experimen t ación entre los 

1Jst: i nt os sueros o las c oncentraciones empleadas no s on signi_ 

r Jcativa s en c uant o a que los resultados parec en no depender 

de l a var i¿ ble manejad a , ~i no de f actores entrínsecos al c ul

~ 1vo ct:J. ular. 
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De todo lo expuesto anteriormente, podemos concluir 

que 

A ) Las células de epitelio renal MDCK en cultivo 

con suero fetal bov ino agregado al medi o de cultivo como c om

plemento, conservan "in vi tre " gran ca ntidad de sus funciones 

específ icas como epitelio especializado de transporte, de las 

cuales l a formación de domos o ampollas es una manifestación 

característica. 

B ) La formac ión de las ampollas en las MDCK so ~ 

bre el sopor te al c ual s e adhieren depende en cierta f orma de 

el establecimiento de la monocapa, siendo en las zonas donde 

primero se cubre e l soporte de células en capa conti nua, los 

lugares en que se presen tan con mayor rapid·e z los domos o "

blisters" en tanto que las cé lulas se encuentren en buen esta 

do, no import and.o si la superficie de la caja o botella de -

cultivo se ha cubierto completamente de células. 

e ) La distribución de las ampollas sobre el so -

porte no depende ni del tipo de éste, ni del tiempo del cult~ 

vo, sino que es completamente al azar y, dentro de los facto

res que le afectan se encuentran el estado de confluenc ia de 

las células y las condiciones fisiológ i cas del cultivo, de m~ 

nera que si un cult ivo permanece sin resiembras, pero con ca~ 

bi e s constantes de medio, se renuevan en f orma periódi c a las 
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células que forman la monocapa, con l o cual se mantiene a la 

pob l aci ón en buen est ado y se promueve la aparición de domos 

en el cultivo con distribución heterogénea . 

D ) La f ormación de domos o ampollas en las MDC K 

se puede observar tanto en cu ltivos con diversas c antidades -

de sue r o, en cult ivos con diferentes tipos de suero compleme~ 

tario , en c ultivos sin suero o bien en cultivos suplementados 

con hormo nas (sin suero) (Taub,1979; Taub,1980;Dav i s,1982), -

en tanto que las células se encuentren en condiciones de cul

tivo (temperatura adecuada , pH, atmósfera de co2 , etc.) y, la 

veloci dad en la f ormación de l os domos así como s u diámetro y 

densidad depende de la adaptación de las células al medio de 

c ulti vo en e l cual se les coloque. 

E ) D~ la aplicación de prueba s estadí s ticas a -

lo s r esu ltados obtenidos se puede inferir que las diferencias 

en l a fo rmación , área de ocupación, diámetro y densidad de -

las ampollas en las MDCK a t ravés de l tiempo , usando ya sea 

di st i ntas concentraciones o ti pos de suero, no se deben a las 

condici ones experimentales a las que fueron s ometides los cul 

t i vos si no que más bien estas carac terísticas dependen,entre 

otra s cosas de: 

1) Edad del cu ltivo . - c uando e l cultivo se encuen~

tra 8n f ase de proliferación celular casi no hay formación de 
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domos, ya que para que éstos se presenten es necesario que -~ 

las células s e dej e n de d i v i dir y den mue s tra s de su funci o

nalidad al establece rse l a s un i ones entre células cont i guas, 

por lo que c uando el cultivo s e encuentra en estado confluen

te es posi ble observar estas e structuras y a medida que la mo 

nocapa madura, se reduce ei número de domos, pero ésto~ son -

de mayor tamaño y, cuando el cultivo envejece disminuye consi 

derablemente la formación de ampollas, misma que aumenta al -

renovarse las células que constituyen la monocapa (Me. Grath, 

1975; Mori , 1979; Mullin,1980; Davis,1982 ) . 

2) Estado fisiol ógi co de las células . - e n es t e pun

to podemos mencionar los niveles de AMP cíclico, la ta s a de -

síntes i s de prote í nas y la actividad de enzimas que controlan 

parte de la actividad metabólica de las célul a s (fosfodieste

ras a , por ejemplo ) qu i enes de algún modo intervienen en la -

forma c i ón de microvellosidades, cilios, uniones, c i toesquele

to y trans porte de . sustancias tanto intraepiteliales como 

transepi teliales ( Rickman, 1980; Thomas, 1 981 ; Griepp, 1 981; 

Herzlinger,1981; Meza,1981; Davis,1982; Herzlinger,1982). 

3) Especialización . - como res~ltado de la al t a e s p~ 

cia l izac i ón de estas células s e puede suponer que al alcanzar 

las c é lu l as s u estado maduro , se ex prese i nformación genética 

que e s tabl ec e l a formación de domos por pro¿esos 6e .trans por

te , quedando aún por confirmar l as suge r encias de Dul becc o ( 

1980) con re specto a la pos ible li be ración al medio de s ustan 
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cias promotoras de diferenciación elaboradas por las mismas -

células que, actuando de manera local, inducen la formación 

de domos en células circunvecinas. 

PROPOSICIONES PARA CORROBORAR LOS RESULTADOS 

Una manera sencilla de corroborar las suposiciones 

de Dulbecco en las MDCK, y dar mayor solidez a los resultados 

aquí expuestos, es montar una serie de experimentos en donde 

se mantenga el cultivo celular con medio especifico sin suero 

suplementado con hormonas (K - 1 , Taub,1979) se les deje ere 

cer de manera norma.l y , al momento de efectuar el cambio .de 

medio de cultivo, éste se recicle (sólo se eliminan los resi

duos del metabolismo celular mediante filtración al vacío y -

se agrega un poco más de medio de cultivo fresco para compen

sar las cantidades asimiladas por las células). Cabe esperar 

con esto, que el cultivo presente mayor densidad de domos, o 

que éstos sean de mayor tamaffo si realmente existe, liberado 

en el medio algún promotor o inductor elaborado por las célu-

1 as que ya han formado ampollas como resultado de su funciona 

lidad . 
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La tabl a muestra la composici6n de las do s s o luc io

nes sa li nas equilibra da s más usadas en el cultivo d e tejidos 

an1r;iales (co nocidas como "sales") invent a das respect i vamente 

por Earl e y por Han ks. Estas so l uciones se ag regan como com

plem e nto a mo r tig uador de los medio s s i ntéticos. 

I ng r edi-=n t es 

Na Cl 

Kcl 

Ca C1 2 · 2H20 

MgS0
4

·7H20 

NaH
2

Po
4

· H
2

o 

Na2HP0
4 

KH2 Po
4 

NaHC0
3 

Gl uco s a 

Fe nol ( rojo } 

Earle 

(mg/l ) 

6800 

400 

264 

200 

140 

1680 

1000 

1 7 

Hanks 

(mg/l) 

8000 

400 

1 85 

200 

47.5 

6 0 

350 

1000 

1 7 
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En la tab l a que d continuación se muestra, se puede 

observar la composición del medio sintético más frecuente~~n

te empleado, se trata del ~edio Esencial Mín imo de Eagle ( s e 

omit e la solución salina, la cual se agrega al medio al momen 

to de prepara rse y antes de esterilizar) . 

La composición de este medio surgió del estudio de 

las neces idades nu tricionales de poblaciones puras de linea s 

celulares establecidas (Apéndice 2). 

Ingred ientes 

L-arginina HCl 

L-ci stina 

L- glutamina 

L-histidina HCl·H 20 

L- isoleucina 

L-leucina 

L-l isina HCl 

L-metionina 

L-fenilalanina 

L-treonina 

L-triptóf ano 

L-tirosina 

L-valina 

mg/l 

126.40 

24 .02 

292.30 

41. 90 

52.50 

52.50 

73.06 

14. 90 

33.02 

47.64 

1 o .20 

36 . 22 

46.90 
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D-Ca pantotenato 1. 00 

Cloruro de colina 1 .00 

Acido fólico 1 .00 

i -nositol 2 . 00 

Nico tinamida 1 . 00 

Piridoxal HCl 1. 00 

Ri boflavina 0.1 o 

Ti amina HCl 1 . 00 
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Como resultado inev i table del florecimiento en las 

técnicas de cultivo han surgi do confusiones en el significado 

de lo s términos empleados , por lo cual se estableció un comi

té sobre nomenclaturas; algunos de los términos más usados se 

definen c omo sigue: 

Cult ivo de Tejido Anima l.- se refiere al estudio de células, 

tejidos y órganos explantados de animales y manteni 

do s vivos o que consiguen crecer "in vitro" durante 

más de 24 horas. Dependiendo de si son células o t~ 

jidos y órganos se aplican dos términos diferente s : 

Cultivo Celu lar.- este término se ut i liza para el crec i mi en

to de células "in vitro" incluyendo el cultivo de -

una so l a -célula. En los cultivos celulares las célu 

las no se organizan nunc a para formar tejidos. 

Cultivo de Organos.- este término indica el mantenimiento o -

el crecimiento de tejidos, primordios d e órganos , o 

al conjunto o a las partes de un órgano "in vitre" 

de forma que se preserve la arquitectura y/o la fun 

ción. 

Líne a Celular.- es la originada a partir del cultivo prima -

rio hast a el momento del Primer subcultivo y const a 

de numerosos descendientes de la s células orig inal

mente presentes en el c ultivo pri ma rio. 

Cepa Ce lular.- es la que se obtiene por s elec ción a partir de 
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una soía célula que t iene propiedade s es pecíficas o 

marcadores, que deben persisti r durante los subsi -

guientes cultivos . 

Clon .- población c elul a r deri vada de una sola cél ul a por mito 

sis. 

Explante .- fragmento s extraí dos de un te jido u órgano y uti li 

zado para inic i ar un cultivo " in vitro" . 

Mo nocapa .- capa úni ca de célul as que c rece sobre una super f i 

cie . 

Cul tivo Primario .- originado a partir de cé lu las , tejidos u 

órganos que proceden directamente de organismos . 

Subcultivos.- es e l transplante de cé l ulas desde un f rasco de 

cul t i vo a otro . 

Cultivo en Sus pensión. - es un tipo de cu l t ivo en el que l as -

células se multiplican sus pendidas en el medio, ev~ 

tándo s e que se adhi e ran a las superfi ci es de los -

frascos de cultivo. 
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? RO GRAMA I 

Para l a obt e nción de áre a real de ampolla , á rea -

promedio po r ampolla, diáme t ro medio y densidad (número de -

ampollas por centímetro cuadrado de superf i cie ) . Cada medi

ción con s us re s pect i vas varian zas , error es t ánda r y lími t es 

de c onfianza . 

PROG RAMA II 

Se emplea para la obt ención de la prue ba de "t" -

con e l fin de evidenciar las di fer enc ias a l comparar l os re

s ul t ados de cada una de l as carac t e r í sticas cuantificada s en 

c ada dí a pa r a cada concentración o tipo de s uero. 

P RO GRAMA III 

Este programa r ealiza l a prueba de "t" ev i denc i ando 

las diferenc ias que exis ten a l comparar lo s r e sultados de ca

da car acte r ística obteni do s para las diferentes concentracio

nes o tipo de suero para cada día. 
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PROGRAMA I 
¿u REM BLISTERS 
20 DIM A(6),B(6),C(6),Dl(E),D2(6),E(6),F(6),G(6),Hl(6) 1H2(6),I(6 
) ,J(6) ,K(6) ,Ll(6) ,L2(6) ,M(6) ,N(6) ,0(6) ,Pl(6) ,P2(6) 
30 DIM Z(6),X(6,12),Y(6,12) 
40 FOR I:l TO 6 
50 PRINT "CONCENTRACION "; :PRINT I 
60 INPUT "NUM DE DATOS" ,Z(I) 
10 FOR J:l TO Z(I) 
80 INPUT "AREA RELATIVA" ,X(I ,J) 
90 INPUT "NUMERO DE BLISTERS",Y(I,J) 
100 NEXT J:NEXT I 
110 FOR I=l TO 6 
120 Al,A2,Bl,B2,Cl,C2,Dl,D2:0 
130 FOR J:l TO Z(I) 
140 A=(X(I,J)*432880.6)/100 
150 Al:Al+A:A2=A2+Al2 
160 B=AIY(I,J) 
170 Bl:Bl+B:B2=B2+Bl2 
180 C=2*SQR(B/#PI) 
190 Cl:Cl+C:C2=C2+C!2 
200 D=(lOOOOOOOO*Y(I,J))/432880.6 
210 Dl:Dl+D:D2=D2+Dl2 
220 NEXT J 
230 A(I):Al/Z(I):B(I) :(( Z(I)*A2)-(All2))/(Z(I)*(Z(I)-l)):C(I):SQ 
R(B(I)/Z(I)):Dl(I)=A(I)-l.96*C(I):D2(I)= A(I)+l.96*C(I) 
240 E(I):Bl/Z{I):F(I):((Z(I)*B2)-(Bl l2))/(Z(I)*(Z(I)-l)):G(I):SQ 
R(F(I)/Z(I)) :Hl (I ):E( I )-1. 96*G(I) :H@(I) +E(I )+L. (it*G(I) 
@%) I(I)+CL?Z(I):J(I)+((Z(I)•C@ 
) (CL2))/(Z(I)*(Z(I)-l)):K(I)=SQ 
R(J(I)/Z(I)):Ll(I):I(I)-l.96*K(I):L2(I):I(I)+l.96*K(I) 
260 M(I)=Dl/Z(I):N(I):((Z(I)*D2)-(Dll2))/(Z(I)*(Z(I)-l)):O(I)=SQ 
R( N( I) /Z(I)): Pl(I) :M(I ) -1. 96 *O(I) : P2 (I) =M( I) +l. 96*0( I) 
270 NEXT I 
280 SELECT PRINT 215(120) 
@() PRINT " 0.0% 0.8% 2. 0% 

6.0% 11.0% 19.0%" 
300 PRINT "Area Total "; :FOR I=l TO 6:PRINT INT(A(I)*l0000)/100 
00, 
310 NEXT I 
320 PRINT "Varianza "; :FOR I=l TO 6:PRINT INT(B(I)*l0000)/10000 

' 330 NEXT I 
340 PRINT "Error est "; :FOR I=l TO 6:PRINT INT(C(I)*l0000)/1000 
o, 
350 NEXT I 
360 PRINT "Lim inf "; :FOR I=l TO 6:PRINT INT(Dl(I)*l0000)/10000 

' 370 NEXT I 
380 PRINT "Lim sup "; :FOR I=l TO 6:PRINT INT(D2(I)*l0000)/10000 

' 390 NEXT I:PRINT 
400 PRINT "Area prom"; :FOR I:l TO 6:PRINT INT(E(I)*l0000)/10000, 
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410 NEXT I 
420 PRINT "Varianza "; :FOR 1=1 TO 6:PRINT INT(F(I)•l0000)/10000, 

430 NEXT I 
440 PRINT "Error est "; :FOR I=l TO 6:PRINT INT(G(I)•l0000)/10000 

' 450 l/EXT I 
460 PRINT "Lim inf " ¡ :FOR I:l TO 6:PRINT INT(Hl(I)•l0000)/10000 

' 470 NEXT I 
480 PRINT "Lim sup "; :FOR I:l TO 6:PRINT INT(H2(I)*l0000)/10000 

' 490 NEXT I: PRI!IT 
500 PRINT "Diametro "; :FOR I=l TO 6:PRINT INT(I(I)'l0000)/10000, 

510 NEXT I 
520 PRINT "Varianza "; :FOR I=l TO 6:PRINT INT(J(I) 1 10000)/10000, 

530 NEXT I 
540 PRINT "Error est "¡ :FOR I=l TO 6:PRINT HIT(K(I)'l0000)/10000 

' 550 NEXT I 
560 PRINT "Lim inf " ; :FOR I=l TO 6 : PRINT INT(Ll(I) 1 10000)/10000 

' 570 NEXT I 
580 PRINT "Lim s up "; :FOR I:l TO 6:PRINT INT(L2(I) 1 10000)/10000 

' 590 NEXT I:PRINT 
600 PRINT "Num/cm2 " ; :FOR I : l TO 6:PRINT HlT(M(I)*l0000)/10000, 

610 NEXT I 
620 PRINT "Varianza "; :FOR I=l TO 6 :PRINT INT(N(I) 1 10000)/10000, 

630 NEXT I 
640 PRINT "Error est " ; :FOR I=l TO 6:PRI NT INT(O(I)•l0000)/10000 

• 
650 NEXT I 
660 PRINT "Lim i nf "; :FOR I: l TO 6:PRINT INT(Pl(I) 1 10000) / 10000 

' 67 0 NEXT I 
680 PRINT "Lim s_up "; : FOR I :l TO 6:PRINT INT(P2(I)'l 0000)/10000 . 
690 nEXT I 
700 E!ID 
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PROGRA.J>JJA I I 

10 REM TABLAT 
20 DIM X(6,6),V(6,6),N(6,6),S(6,6),T(6,6),N$20 
30 INPUT "PARAMETRO" ,N$ 
40 FOR I:l TO 6 
50 PRINT "CONCENTRACION"; :PRINT I 
60 FOR J:l TO 5 
70 PRINT "MEDIA DEL DIA"; :PRINT J 
80 INPUT XCI ,J) 
90 PRINT "VARIANZA DEL DIA"; :PRINT J 
100 INPUT V(I,J) 
110 PRINT "NUMERO DEL DI A"; :PRINT J 
120 INPUT N(I,J) 
130 S(I,J):V(I,J)•(N(I,J)-1) 
140 NEXT J:NEXT I 
1 50 SELECT PRINT 211(95) 
160 PRINT TAB(35); :PRINT N$:PRINT 
170 PRINT TAB(lO) ," COMPARACION ENTRE LOS DIAS DE CADA CONCENTRA 
CION":PRINT 
180 FOR I:l TO 6 
190 PRINT TAB(l 6) ," 
200 PRINT 
210 PRINT " 
220 FOR J :2 TO 5 

"," DIA 1 

230 PRINT "DIA"¡ :PRINT J 
240 FOR K:l TO J-1 

" " , 

CONCENTRACION"; :PRINT I 

DIA 2 "," DIA 3 "," DIA 4 " 

250 S:(S( ! ,J)+S(I ,K))/(N(I ,J)+N(I ,K)-2) 
260 P:SQR( (S/N(I ,J)·)+(S/N(I ,K))) 
270 T(J,K):ABS(X(I,J)-X(I,K))/P 
280 T(J,K):INT(T(J,K)•l0000)/10000 
290 PRINT T(J,K);:PRINT "(";:PRINT N(I,J)+N(I,K)-2;:PRINT ")", 
300 NEXT K:PRINT 
310 NEXT J:PRINT :PRINT 
320 NEXT I:PRINT 
330 SELECT PRINT 005 
340 END 
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PROGRAMA I II 

10 REM TABLAT2 
20 DIM X(6,6),V(6,6),N(6 1 6), S(6,6),T(6 1 6),N$20 
30 INPUT "COMO SE LLAMA EL ARCHIVO",A$ 
40 INPUT "PARAMETRO", N~ 
50 DATA LOAD DC OPEN R A$ 
60 DATA LOAD DC X(),V(),N() 
70 FOR I:l TO 6 
80 FOR J:l TO 5 
90 S(I , J):V(I,J)*(N(I,J)-1) 
100 NEXT J:NEXT I 
110 SELECT PRINT 211(95) 
120 PRINT TAB(35); :PRINT N$:PRINT 
130 PRINT TAB(lO) ," COMPARACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE CAD 
A DIA":PRINT 
140 FOR J: l TO 5 
150 PRINT TAB(l6)," 
160 PRINT 

DIA ";:PRINT J 

170 PRINT " "tt 
' 

CONC 1 " " ' 
CONC 2 " " ' 

CONC 3 " " 1 

, 11 CONC 5" 
180 FOR !:2 TO 6 
190 PRINT "CONC"; :PRJ:NT I, 
200 FOR K=l TO I-1 
210 S:(S(I,J)+S(K,J))/(N(I,J)+N(K, J )-2) 
220 P:SQR((S/N(I,J))+( S/N (K,J) )) 
230 T(I,K)=ABS(X(I,J)-X(K,J))/P 
240 T(I,K):INT(T(I,K) 1 10000)/l0000 

CONC 4 " 

250 PRINT T(I,K); :PRINT "("; :PRINT N(I,J)+N(K,J)-2; :PRINT ")", 
260 NEXT K:PRINT 
270 NEXT I:PRINT :PRINT 
280 NEXT J:PRINT 
290 SELECT PRINT 005 
300 END 
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TABLA l'I Sic¡nificanc i a de l as c0Mparaci or1es e nt re los di as 
de cada concentr ac i tm; Af(EA TOT AL, S.F.B, 
<Los gr ados de li ber tad entre p ar~ntesisl 

rm:FNTRU'.Jtll o.DI 

DJA 1 OIA 7 OJA :l OJA b 
OJA 7 ,f- 7.ft911 ( 71 ) 
OIA :l 1.5677 (77) O,bnr.J (71> 
flIA b l.R:m (27) 0. 791/. (71) 0.7990 (77) 

OIA 10 1.3700 (21) 1.509'5 (21) O,!i030 (11) o.9057 cm 

mmlTRAr.Jfll o • f!% 

OJA l OJA 7 OJA :i OIA ó 
()JA 7 0.!665 (18) 
OIA 3 1.1875 (27 ) 1,1059 (18) 
DIA b ;/' 3.8111 (27) )" 3.36.'V (lll) 1,/..'JR\ (17) 
DIA 18 J' S.1951 <77l .t-1,8370 (18) ;7.590R <71l 1.~(27) 

cn«TIITRAf.Jrti 7. 0% 

OJA 1 OJA 7 OJA 3 DJA 6 
DJA? 1.6110 (17) 

DIA 3 o.m2 cm l,bllO URl 
OIA 6 o.n77 cm ;t- 7.rrm <18l 1.731~ (77) 

OIA 18 -;I' 7.5012 (2!) 1H,J5".1 C!Bl )' 3.7!77 (27) ..i' 7 ,/JOB <72l 

rnatmw.J~ 6.0% 

OIA l llJA 7 OJA 3 llIA 6 
DIA 7 t.1369 (2J) 

DIA 3 Q , 601'~ (72) 1.1798 (71) 

llIA 6 0.9137 (72) 0.5371 (21) 1.mo<m 
OIA 10 1.~ (27) l .3116 (21) ¡f 7.SS87 (22) 1.8657 (72) 

lnf:fNTRACJ~ 11 , OI 

llIA 1 DIA 2 OJA 3 llJA 6 
DIA 7 e.m7 cm 
DIA 3 1.709'1 (22) 0.6716 (72) 

OIA 6 0.8176 °(22) 1.3391 (27) 1.9613 (11) 

DIA 19 ,¡< 1.0lS'I (22) ¡f 2 .78ffl (7Z) i< 2 .RWI C72l -A' 3,5127 (22) 

rn«':OORAr.JC-.. 19. II 

DJA 1 OJA 7. OIA 3 OIA 6 
[)!A 7 o.1m cm 
DJA 3 D • 956'1 ( 71l 0,6198 (77) 

()JA ó 1,9517 cm 1.6989 (27) Q,65RI (77) 

OJA 18 .f 1.2m en> 7,01R7 (7?) o.3151 (77) 05127 (27.l 
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TABLA 15 Significancia de las coMparaciones entre las 

cor1cent raciones de cada dia; AREA TOTAL, S .F.8 . 
<Los grados de libertad entre paréntesis) 

llJA l 

ene ox m«: O,R% mc. 7% m«: 6% me m 
me o.Bl 1.1759 (21) 

CCH: 71. 1.m1 <21> ,(- 7 .1037 (7Jl 
me 67. O,l771 <71l 1.~13 (711 1.ma c11> 
lnC 11% 1.79!1 (71> 1.6918 (72) t13.1~ <711 J ,6.'i53 11Jl 
me 197. I' 7 .• ~97. 1711 ,3.7.073 (77) 1.m9 1111 1.9329 (72) i' 1.0811 (22) 

OIA 7 

rm: 0% mc. 8.11% mc. 77. CM. 67. rm: 11% 
cm: 1.8% .,, 3.1938 1171 
ene n -1 7..6186 <171 1.1178 <111 
lnC 6l 1.252:1 1?01 1.17115 (17) 1.07~ (17) 
me m ,t7 .11?1~ 171 1 1. :'1527 (111) l.'lltJ (18) 1.1319 1111 
r.rN: 191 1.3996 lí'll ":t.1m u01 .¡¡ 1.1>.m 001 1.1w m1 ¡r 7..9117 122> 

()JA;¡ 

lnC 0% mc. 0.11% ene n r.t1c. b% l'.cH: 11% 
CTH: 0.8% l.18!i0 <711 
mcn 1.3878 (77.) 0.610.9 ('J'J) 
mc. b% .J' 7..1771 1721 1.10111 (77) 1.77961?21 
mc. 11% ,, 'J.1311:1 ('J'J) 1.83116 <71> 1.m3<n> 8.711116 (171 
C(K. 191 1.3577 ('J'J) 1.8717 ('J'J) o.nn m> 1.6138 <171 o.:mo m1 

l\J.1H 

aw. n mc. 0.11% rm: n me 6% ctK. 11% 
r.IH: o .11% 8,1311 1171 
me n o. !ili87 ( 72) l.lí'Ob ('J'J) 
me 6% 1.6."16 <121 1.11sa 122> 1.77111 l'J'J) 
mc. 11% " 3.1367 ( 72) ;( 3,66.'?i (71.) .r 3.7110 (/2) ¡' 3.1110 <11.l 
cnr. !97. !.ff1 l'J'J) 1.61b! ('J'J) 1.69811 (72) l .7'161 117.l 1.am 1m 

llIA 11 

mc. 9% mc. O.RZ rnr. n r.iw. 6% me m 
CIK. l.!!% /' 3.1075 (77) 

car. 71. of1,7.11 3 (/7) J,Ron !72> 
r.!K. 6% 1.7911 (77) 8.693!! (í'2) 1.1103!1 ( /7) 

me 111 1.1mm; o.9329 (/7) ,, 7.05119 ( 77) 8,!1b9 l72l 
rm: 197. 1.2os1 cm .,1.m1 cm ,f 3.:i761 (27f 1.11918 (12) 1 .8177 (22) 
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TABLA 16 Signif i canc i a de l a s coMparaciones e ntre lo s dia s 

de c ada concen t r a ci 6nl Af.: EA PROMEDIO, S.F. 8 . 
( Los gr ados de liber t a d e ntre paréntesis ) 

lllll'f.NTRft.HIR U• UL 

OIA 1 OIA 7 OIA 3 OJA 6 
DIA 2 ~ 2.l\/J3 (21) 
DIA 3 ¡f 1.0361 (71) 1.51185 ( 2J) 

DIA 6 ,¡< 3.7556 (22) J .3719 (21 ) 0.07'\1 (22) 
DIA 11 " 3.2270 (22) • ,'\181 (11) t .'\756 (22) 1.1193 (22) 

raaNTRACil»I 0.8% 

DIA 1 DIA 7 DIA 3 llJA 6 
DIA 2 0.2889 (18) 
DIA 3 8.7838 (22) O .0151 (!Rl 
DIA 6 f'- 5.9092 (7.1) 7f 'l.93"8 (J8l ;1'3.1760 (72) 

DIA 11 1.1151 (72) O,l>.191 t18l •• ~9:1 (72) n .!i332 <n> 

cnmm!tal»I '}.8% 

DIA 1 llIA 7 OIA 3 llIA 6 
OIA 2 J .3515 (18) 
[)JA 3 1.1m (22> J .0297 (18) 
DIA 6 2.1175 (27) ~ 1.1305 (18) 1.9911 (22) 
DIA 11 0,9770 (21) 8.8227 (18) 0,8071 (22) ,1'7.1113 (22) 

f.IKfl/TRICJ<»l 6, OI 

llIA 1 llIA 7 OIA 3 OJA 6 
DJA 2 1.116.~ (?tl 
DIA 3 1.1561 (72) t.HR !22) 
llIA 6 o.5503 (22) J .6879 (21> 0.6787 (22) 

OIA 11 1.6385 (72) M227 !11l J.6177 (71) :!'- 2.7881 (22) 

('.(N'.f.NTROCJ!Vl 11 , OI 

DIA 1 OJA 2 DIA 3 llIA 6 
OJA 7. 1.5058 (71) 

DIA 3 J .6668 (22) 0.2133 (22) 

DIA 6 J ,3391 (22) 1.95'!7 (77) ?.070!i (71) 

DIA JO ,,7977 (77) 0.9165 (17) J ,OR99 <27J J ,'\1!ill <22> 

m«:fNTRtCJ(Vj 19. 0% 

DJA 1 DJA 7 OIA 3 DIA 6 
DIA 2 J .0518 (22) 

DJA 3 1 • :1919 ( 72l J,'\5.10 (77) 

OIA 6 J,;>SSJ (71) 1.5.'il1 (12) 1.l07R !7.2l 
llIA JO 1.5085 (77 ) A" 2.1618 (77) 1.7719 !77) o.1363 (72) 
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fAf-:L A 1 7 Sigr1i f i c ari e i a r1 e l as coMP ar ac i one <; entre las 

coricer1t r a c i o r1Ps d e cada di a ; ARFA f'·ROM EOIO, S , F, E: , 
<Los gr e> do s d e l i bertad entre paréntesi s) 

OJA 1 

ffW Ol r.M'. o.fil roc n mr 1oz mcm 
r~ 0.8X J,079/o (77 ) 

rnr n J.79l '5 (7/) J. 090A <77) 
Cítf /.X l.7~7 (77 ) 0.9:'.~ ( 77) 0,7!11A (77) 

rnr in 8,701 0 (77 ) l.~ .... l (77) A' M'.1119!771 ;f 7 .'57'57 ( 77) 

rnr m 0.9069 (77) 0.01'.<:1 (77 ) 0.71190 (77) 9.ól77 (77) J.'5979 (27) 

flJA 7 

11lf'. 0% roc o.RZ f.M 77. rn«: /.X r.111c. l ll 
rnr o.R! J,Ml!\ (J7l 
r.rw n 1 7,71'.19 ( l7l o.m:i 011 
[TI('. óI -f 7.lRM C70l M'l1~ Cl7l o.mo on 
roc m /7,1:i77 (7J ) P.A77/o <JRI P,7!1:\7 <J!l) n.DJ58 (7l) 

rae 191 0.601!1 (71) J,lD!l7 ORi J .mo <JR> l • Nl'r.\ ( 7J) J ,Rro9 (71! 

OT~ '.1 

NW Ol rnr. O,f!Z r.M: n rnr. /ol roc m 
roc ü.Rz , 7,1A!l:\ (77) 

rnr n j .7Rll7 (77) (!,~ (77) 

roc 1oz ¡ 7.~ (77 ) o.~ <m 0.0!10'.l <77l 
rnr JJI 1 '.l . 'lm (77) 0.1J+1 <77> o • !179'.l (77) 1.~o~ <77> 
roc m J.'5777 (77) J .101'.1 (77) J.1:11'5 (77) J.17110 (77) J .:1!110 (77) 

flJA lo 

r.oc 01 rnr. o.fil r.rw rr. r.rw /.% f.(N: l ll 
rae o .fil J,XW. (77) 

roc n 8.'ll11> (77) J .'.l7J1 (77 ) 

r.oc Al J,9/,9!1 (71) .,. '.l.1570 (77 ) t- 7 .lo?~ (77) 

rae m 1 '.l,0/.18 (77) t''.l.~7'5 (77) #'.l.JM.1 (77) )'7.~1119 (77) 

mi'. l9l J .R!l711 (77) 7.P17l (77) J ,91+1 (77) J .~17 (77) 8,)0711 (71) 

flJA JO 

rnr. Ol rrw. 0.!1% f.M. 7l r.1w 1oz r.M. ll'Z 
rar o .m J. 9+1'5 (77) 

raen J,/o?a'5<77 l o. 9107 (77) 

r.oc 1oz ;1 '.1 .+19R <77> 1. ~.m cm O.O'.l10 !771 
ITT{', 11! ~ :i.o~o11 <77 > J .fnR!l ( 77) o.1r.;1 cm •• ~oll9:i (77) 

rm: 191 I 7.~oll'llo (77) J .9tSJ <771 o.mo m i J,J/.7' (77> t.7159 <27l 



TA BLA 18 Si gni f ic anc ia de las coMp a raciones entr e los dias 
d e ca d a concentración ; DIAMET RO, S .F .B , 

DIA 7 
llIA '.1 
OIA b 
OIA 10 

OJA 7 
OIA '.1 
OIA b 
OIA JO 

OJA 7 
llJA 3 
OIA b 
OJA 10 

nIA 7 
flIA 3 
OJA b 
l\JA l O 

llIA 7 
flJA 3 
fllA ¡. 

· OJA 10 

OJA 7 
l\JA 3 
OIA b 
OJA 10 

<L os grado s d e liberta d entre paréntes i s > 

OJA J 
)" 7.77Pl <711 
,¡:. 1.:.7!l1 <m 
;j' 1.1901 (77) 

~ 3.1111 (77) 

flJA 7 

l.50R9 (1]) 

l .3R1R <71) 
0. '.1199 (71) 

OJA 7 

0. 17:'0 (18 ) 

OJA 3 

0.1711 (77) 

1.1175 (77) 

OJA 3 

flJA b 

1.?.'o5R <m 

OTA b OIA J 
0,31~./. <IBI 
O.fü7 <77> 

J- b.1991 (72J 
1.3071 (77) 

i' 5,3076 <IR l " 3.9'197 <77> 
o.u~ (18) 0.101!\ mi ;1 7.Rlm m> 

OIA 1 OIA 7 OIA 3 OJA b 

1.~16 (18) 

l .5m <JR> 
0,771R (72) 

l.!l-161 (71) 

e.9817 <m 
.j 1.9213 (!fil 1 7. l 6'19 (77) 

0.7713 OR> O.ROO~ lnl ,;- 7.!\.107 l171 

flIA 1 
l .l8~ (7J) 
O,Q?b7 (71) 

M99n <m 
1,/-MO <77> 

OJA 7 

1.D5RR <71> 
1 • 6197 (21 ) 

o.1607 (2]) 

OIA 3 OJA b 

0.59:>3 <77> 
1.b7!l7 (77) .,{ 7.7!!31 (77) 

OJA 1 OIA 7 flJA 3 OIA b 
J.1971 (77) 

1 .7011 <m e.1m lm 
) • 1370 (17) 1.9716 (77) 7.07!!0 (77) 

0,1386 l771 D,1Ul07 <17> 0,96~ (77) 1.3397 <77> 

ITM'fHTRArif11 19, 0% 

OJA 1 flJA 7 OIA '.< flTA b 
1.m6 <m 
l. 7Jl 7 (77) J .9051 (771 
l .1011 (771 l .!IM9 <771 l .l1?R (77) 

l .~7R (77) ¡< l ,3'.'i19 (77) 1,m¡. <m 0.0910 m> 
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TABLA 19 Significancia de las coMparaciones entre las 

concentraciones de cada dia; DIAMETRO, S.F.B. 
<Los grados de libertad entre paréntesi s> 

me O.ll% 
mc. 7% 
mc. ltl 
me 111 
mc. 19% 

mc. O,fll 
mc. n 
mc. /.% 
mc. J17. 
mc. 19% 

mc. o.B? 
mc. n 
IThf. ~% 
In(: 11% 
mc. 19% 

inr. 1.11'% 
rnc n 
mc. /.% 
mc. m 
lnt: 19% 

mc. 1.1'% 
mc. n 
llH'. 6% 
mc. 117. 
mc. 19! 

rnc nz 
e.~m> 
1.m1m> 
l .7~M 177> 
•• 7fJ7 1711 
l,Dm 177> 

mc. nz 
1.711111 <17> 

:/' 7 .11115 (17) 
1 1.,IM,1 <:70! 
:/' 7 .1719 (71) 

1./.179 !?ll 

mr nz 
I' 7 .1111+1 1 77l 

l.R919 1711 
,r7.9017 177> 
:/' 1.:t'D3 177> 
, 7.11119 <n> 

mr PI 
1.~1m 
1.3107 lí'7l 

f 7 .Jl31 177> 
¡(- 3.71:19 177> 
Í' 7 .73111 177> 

mc. 0% 
l.'r.i71 177> 
1.m11m 

:1' 3.~I~ 111> 
.,. 3.1~7 177l 
ji- 7.979';. 177l 

flJA l 

•• 4177 (72) 

1.~<m 
1.t1'r.i (77) 

1.~1m 

t.?llU 1711 
~ 7.lt9/...'l 1711 .17."1311111! 

•• !l'm 177> •• ~1 (71! 

flIA 7 

a.111ll:l 111> 
l.WCJ (17) 

··~ (111) 1.1m 11&> 

llJA 3 

~.~VII 1711 
0,3'1117 (77) 

•• ~111 (77) 

l.71/11 111! 

flIA /. 

l.~03117> 

mc. 7% 

l,:t'll:l U7l 
t.79911 Ulll 
J.9"47 (lfl) 

8.15~ 177> 
1.11~1 (11) 

J,ll:il3 (77) 

t1 3.70~ 117> )' 1.7110 (11) 
f 1.77~ c:m ,, 3,9319 cm 
1'1.:'Wll (77) ,r 1.::113/. (11) 

OIA U 

•• '17/..."i 177l 
l.ll:i71177l 
J ,9/...'!0 177l 

...- ;>,1/.19 177l 

··~•1 171> 
n.AA17 m> 
1.1::i11i (77) 

1.we <7ll 
J."121 (71) 

1. D3bl (77) 

1.11115 (22) 

; ;>,flJ(l7 (11) 

l.~13(11) 

0.1191 (77) 

1.8158 171.l 

1.11511 (27) 

1.6538 (77) 

mc. 11% 

1.1557 112! 
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TABLA 20 Significancia de las coMparaciones entre los dias 

de cada concentración; DENSIDAD, S, F, E:, 
(Los grados de libertad entre paréntesis) 

C'fH'f.NTR/a(lj D.OI 

OJA 1 OJA 7 llJA 3 llIA 6 
DJA 1 e.7789 1111 
DIA 3 1.8771 (72) 1.6899 (71) 

DJA 6 t.7195 <22> 1,5179 C11l 1.3999 (77) 

DJA 11 ¡ 2.rm <27> 1.97.17 (71) D.1309 (22) O,lml <72l 

rammwJ~ D.!1% 

DJA 1 llJA 7 PJA 3 111116 
DJA 2 1.6912 !18) 
DJA 3 l.3Gl7 (77) D.5965 (18) 
()JA 6 t .13:15 (71) 1.'1779 (18l 1.~1 (27) 

DJA 11 ~ 1.1818 (72) ,, 3.1687 (18) M535 t72l ,¡r3,1621 (11) 

m«Emtf.J(lj 7.0I 

DJA 1 llIA 7 llJA :l llJA 6 
llTA Z t,1228 <18l 
DIA 3 1,0975 (72) 1.:im <IB> 
OIA 11 • ,fl9(J (21) 0,3977 (18) o ,ll:'ií'S (22) 

DJA 11 ... 3.6691 (72) il'1.no3 <18> .;f 1,J~O C72l ,y b.7119 (71.) 

CIH'.AITRf(J(lj b.0% 

OIA 1 OJA 7 llJA 3 llJA 11 
DIA 2 1.1807 (21) 

llIA 3 1.3611 (72) ;17 ,37'19 (71 l 
DIA b 0.5990 (72) l .Ol'l6 (21) !.15R8 (77) 

DIA 11 ;f 7..7.913 (7?) 1.77'11 (21) }' 1.3387 (72) / 3,1325 (22) 

llKOORfa()j 11.11 

OIA 1 DIA 7 llIA 3 llIA b 
DIA Z 8.0000 (22) 
DIA 3 1,2891 (22) •• 2037 (i>1) 

DJA 6 1.1368 (22) J ,0776 (22) !.1Dll (72) 

DIA 11 ..,, 1.5680 ( 7.2) .1'1,328R !72> ~ 3.6965 (21) ,f MZ'll (72) 

!'.M:flmW'Jcti 19 .1% 

llIA l llTA 2 DIA 3 ()JA" 
llIA 2 l ,B'l<\1 (22) 

DIA 3 1.0638 (7.2) ~ 3.1706 (27) 

DIA 6 ir'- 2.566'1 (72) 8 .5!i16 ( í'2l ., 1.8'109 (7.2) 

OIA 10 1.m9 1221 0.1102 (27) -f 3.5137 (77) D.1051 (27) 
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TABLA 2 1 Si gn 1f i c a ncia de l a s coMparaciones entr e l a s 

c o nce ntraciones de c ada dla: DENSIDAD, S . F.B. 
( Los grados de libertad entre paréntesis) 

cnr. o , ltt 
mr. 7% 
rnr. 6% 
rnr. m 
r.c»«: 19Z 

r.oi«: e ,l!Z 
cnr. 7% 
r.oor. 6% 
CCK. JII 
cnr. 19Z 

CM. O,RZ 
ra«: n 
cnr. 6I 
ln.t l lI 
CIH: 191 

ax: o ,Rt 
cnr. 7% 
cm:: 6% 
ene 111 
me 19% 

mr ; ~ 
mr. 7% 
cnc. 6% 
llK. 111 
me l'll 

r.oNr. 0% 
l .9077 (77) 

0.779!l (77) 

0.11136 (77) 

1.w11 <77l 
I' 3, 871:\ (77) 

r.oNr. 0% 
1.™R (17) 
0.6937 (17) 

1.0111 (7.8) 
1.1975 (71) 

1.3555 (71) 

ene ox 
1.11831 (77) 

1.:mo <n> 
0.11188 (71) 

e.+i.19 m i 
i' :;.sm cm 

mr. 0% 
1.5637 (77) 

o.3115"1 cm 
1.'1!167 cm 
1.'l!in cm 

.,y 7.3019 (27) 

ene OI 
"':i.91:;1 cm 
,r 7 .1u7 cm 
" :;,'JJ76 (17) 
,/ :;,7551 (72) 

" '} .7'189 ('J2) 

OJA 1 

1,9197 (7'}) 

e.o11:; (1'}) 

1.oll'l5 cm 
J 1.Rllll'J (77) 

llJA 7 

l.70l8 (11) 

j' '/,'/61li ( J7) 

1.39117 ( J8) 

1'7.':&9 (lll) 

llJA 3 

•• ~(7'}) 

9.7M7 <m 
1.1197 cm 

"' 1.1991 cm 

DJA 6 

t.9M.'i ('/'l) 

1 .7~ ('}1) 

l.9173 ('}'}) 
}'- 7 .lo.r,'}5 (77) 

DJA 11 

j' ::i. Jlb9 (77) 

1.79111 (7'}) 

1.1~1 (27) 

1.5117 (1'}) 

roc t.x 

1.5"11 (77) 

l.llW (72) ...... (22) 
n.6131 <m 11 'lSJ.l'l cm .;-M613 m> 

mr. n 

1.3719 (17) 

l.3'\19 (l8) 
1 ,/..171 (Jlll 

rocn 

1,1151 (1'/) 

roc 6% 

1 • 9'lJ8 ('/J) 

1.2191 <71l JI 'l .ma <m 

1 ,8676 mi 1.í'897 cm 
,r 1.:i127 (71) ~ 6.0783 (12) ""5.1113 (22) 

J,11191 (7'}) 

1.1111:; ('}'}) 
-JI 7.?9115 en> 

mr. n 

J,897:; (12) 

J.9191 (1'/l 
1 :-i.om cm 

me 6'1. 

9.1735 ('}'}) 
1.9031 (111 

roc 6I 

8.1971 (77) 

1.t.llli mi 

CIH: 11'1. 

1.2356 (22) 

1.711 9 lnl 
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TABLA 22 Significancia de las coMparaciones entre los di as 
de cada concentración; ARE A TOTAL, S.F,E;, 
<Los grado s de libertad en t re paréntesis> 

ClK.FNTR/4'lC»l o. 0% 

OIA 1 llIA 1 llJA 3 OIA 5 OIA 6 DIA 7 
OIA 2 ¡/ 8.113 (?7) 

DIA 3 I 9,Jm (21) t.31135 (77) 

DJA 5 t.3117 (27) 11.rrm <271 ,, 9,06!8 (77) 

DJA 6 ' 11.6781 (77) i' 7 .38~ (27) ;I' 7.09/..'i <Z2l , B.1739 (72) 

llIA 7 ~ 5.9953 (77) l.?331 (77) O,:'i413 !27l i' 5.7981 (21) i'2 .'l'J17 (72) 

DIA JI -J' 3.7961 (22) 1.1m<m 1.079 (77> J' 3.7750 (77> 1.11111 <271 1.2120 !221 

CIK.fMTRAf.J(lj •• Sl 

OJA 1 llIA 7 llIA 3 llIA S llIA 6 DIA 7 
llIA 2 1' IM31 <nl 
DIA 3 -1' 11.713 (77) ,11.1111 <77) 
DJA 5 ~ 6.r.m (77) ,¡r l l.R911 (77) ., 7 .37!0 (27) 

DIA 6 .1 11.211 <m J'7.l l9li (27) .J'-5.0llllR (72) 19.2090 <77> 
llIA 7 F l.6.P70 !27> ¡. 7.71151 (77) r 1 ,'?./.u. 1221 " lft.919 (72) ~ 3.8061 (271 
OIA ID I' 3.:VRO 1771 Q,5070 (?7) D.9110 (771 I' 7 ,7p91 (27) 1.5169 (72) 0.2137 <221 

<nCF.llTRt(.Irtl !i, 0% 

DIA 1 DJA 7 llIA 3 llJA 5 DIA 6 DIA 7 
DIA 2 ,f 15.716 (72) 

DJA 3 f 11.61.72 (77) "7,7799 1771 
flIA S ,, s.n753 mi ,, s.5757 m> o.7369 cm 
DIA 6 ,. 5.me cm ., 2.7315 (22) 1.3788 (?7) 1.~12 (22) 
DIA 7 ,¡r 7 ,51172 (27) 1.1211 (22) -r 3.1779 <77) J' 7 .11101 (72) 1.1817 (22) 

DIA 10 ,, ll.BH7 !221 ~ Jl.919 (77) 1 3. 9531 (77) ,y 7.3911 (22) * 3.3363 (27) "*' 5.3153 (21l 

~rtllG.8% 

DIA 1 llIA 7 llIA 3 llIA S llIA 6 OJA 7 
OIA 2 J' b.78:10 (70) 

DIA 3 ., 3,335/i (20) , 3.2858 (27) 

flIA 5 ,,. 7. 900/i (/G) "3.1379 (22) 0.1177 (72) 

OIA b :lf 7.6190 (20) F 7,Z!lb.1 (77) 0.1137 (21) D.1985 <22l 
DIA 7 ,1:1.9901 (70) 1,0'\'IS (27) 1.1095 (77) l .50113 (27) 1.1131 (22) 

DIA U l.7109 (20) 1.9000 (27) e.1156 <m 8.07'l7 (22) 0,7055 (72) 1.1813 (72) 
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TAE:LA Z3 S iqni ficarocia de la s c al'!;>aracioroes entre las 

concentr acione s de cad a rJia; AREA TOT AL, S,f,E:, 
( Las grados de libertad e ntre parér1tes is) 

f\JA 1 

CM. 0% CM. O,!\l r.iw. !\l 
r.oc 8, 5% 1- 7.9n1 <27> 
!ni: !\l J.87118 (77) 1 .::iollb cm 
r.rH: 11% t.1017 (/0) ,f 7.78110 (78) l .'IM7 <70> 

l>JA 7 

me: 0% llff'. o • !il CM. !\l 
C(lf. 0,5% i' 7 ,5.'\_1[. (72) 

('.OC !\l 1.m1 <m ,r 1.17S7 (71) 

incm ,. 7 .7777 (71) _, !i.17811 (í'/) :I' 7 .3856 (22) 

f\JA 3 

CM. 8% mr. t.:11 mr. !\l 
mc: 1.5% 1.7~<77> 

me: 5l ., (l,1Jt(. (77) 1'1. 99117 ( 77l 
rnr: m ; 5.19111 (77) ; 1.1n1 <m "7917 (72) 

llJA ~ 

mc: 0% mc. e.51 CM. !\l 
f.OI('. 8.5% !.~7 (72) 

cnr. 5% i' 3.DS.'il> <77> , ?.Dm m> 
roc 10% ~::i.-.mm> J':>,m::i <m 0.7917 (77) 

f\JA fl 

CIH: 0% me o.!\l m«: !\l 
mc. o.5% ! .6.'fl7 (77) 

ro«: !\l t 1.5.'~ (71) .i :¡, 9711! (71) 

f'.rv.f l Ol ,. !i,3107 (77) ;f1,1mm> 0.11711 (í'/) 

f\JA 7 

('.(11(: 0% r.rtr. O,!il r.111«'. 5% 
roc t ,!\l 8,llJ!lfl \72) 

coc 5% l.709!l (77) -f 7,7-m (77) 

ITT('. ) Ol z.om mi )'-1.1111 (72) J,03f\'i (/7) 

f\JA JO 

mt«: 0% mt.f o.~ f'.(ltlf. 5% 
me o.5% O.i7:15 <77l 
roc '.\! , 3.5726 (17) :I' 7.79M <77> 
r.rK 101 ,. 7,(,]117 (77) l.9f.79 (77) l,'if.!\!\(77) 



98 

TABLA Z'l Significancia de las coMparaciones entre los dias 
de cada concentración; AREA PROMEDIO, S,F,B, 
<Los grados de libe r tad entre paréntesis) 

m«:FNTR1arn e.ox 

OIA 1 OJA 7 OJA 3 l)JA 5 OJA 6 DIA 7 
DIA 1 1.mscm 
DJA 3 1.71152 (21) J<7 .1:171 (77) 

DIA 5 1.6.~ (77) "'7,117/lll (77> 0./1.'l:ill (77) 

llJA b tf 1.1307 (21) !- Mo71V (77> i'7.7:'i09 (21) n.3969 m> 
DIA 7 l.'10/1.'l (27) 1.::ie::i?m> 1.::1&91 (71) 1.9717 <77> y6.~0 <22> 
OJA 19 t .1'13;1 (27) 1.3967 (71) !,15.'\'I (77) J .1"98 (12) 1.zm cm J .1283 (22) 

Clll'fNTRffJCll o.~ 

OJA 1 OIA 7 OJA 3 llJA 5 ()JA 6 OJA 7 
llJA 7 1.?:17.l (77) 

llJA 3 1.7979 (77) + 9,30:;¡¡ (77) 

l>JA 5 1.6119 (7') J' l0./l.'i9 (77) J,!i."117 (77) 

llIA 6 !,/.W (71) 1.891111 (77) -f 11.0971 (77) ;< 9,0~ (72) 

DIA 7 8.70H (71) .i'7 .5Jn (77) ;{ 3.0390 (77) .1'1.11181 (17) ;tt..6797 <nl 
OIA 10 1./1.~ (72) l .bl 311 (77) 1.7003 (77) 1.7!09 (77) l.598:i (12) ] .6801 (21) 

mc.FHTRAr.I!ll :;, 0% 

OJA 1 llJA 7 llIA 3 llJA 5 llJA 6 DIA 7 
llIA 7 0,7Mb <27> 
llIA '.l l ,870'l (77) '18.0111 (77) 

llJA 5 J.7997 (77) -1' 9 .7702 (21) 0,09911 (17) 

OIA b 0.0039 (77) l.:'>f!70 m> j' 3.9897 (77) ,r;l,9!16 (72) 

OJA 7 o.m7 <77> l.lll05 (77) l .7!188 (77) J.71o75 (77) o.z?S!i cm 
llIA JO 0.9331 <77) o .fl7111 (77) , .7305 (21) l .'l77b (77) 0.9131 (22) 1.97113 (72) 

!nn'NTRAr.Jlli U, 0% 

llIA 1 llJA 7 llIA 3 llJA 5 OJA b OJA 7 
OIA 7. 1./1.~:'ill (70) 
llJA '.l "'2.7'll7 (20) ""10,MO C27l 
OIA 5 1.5787 (70) I M7.19 <7.7) .,. '.l.7:V.1 (77) 

OIA b 1.71io7 (10) / 7.'l915 (77) ;{ 5,1795 (77) l .'llJb (77) 

llJA 7 1.313.'l (70) f7. 113:01 ( 27l orM019 <17l 1.om <m o.:im <m 
OJA 10 1, OA'l'l <70> 1.3150 (77) 1.5759 (77) J,1/.95 (77) 1.1099 (77) 1 ,1ZM <71l 
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TABLA 25 Sign i fican cia de las coMparaciones entre las 

concentraciones de cada dia; AREA PROMEDIO, S,F ,B. 
<Lo s grados de li bertad entre paréntesi s) 

llTA ! 

m.r Ol en«: 9 ,!'\% r.rw. 5% 
r.M: O,!'\% o .~791· (77) 

r.oc 5% M JllO l77> 0.7777 177l 
rnr. !el 0.::1'177 170) o.m7 1101 l.MI~ l/Ol 

OJA 7 

m«: 0% m«: o.:;z en«: :;z 
mc. g,:;z J.l!?.ill177l 
r.M:'i% J.97lfl (77) ., :i.17Xl 177> 
rnr. m " 7.9!1M (77) "7.1910 177> 1.7778 (77) 

llJA ~ 

inr. 0% inr. a.:;z fa«: :;z 
inr. o.5% l .A:?ill 177l 
mc. :;z ~ !\,177:; 177> 1!\./..~'l177> 

!lK ll% , 5.Ri.11> 177> " 7. 071.fl 177> l .!1107 (77) 

llJA ~ 

rm: 0% mc. o.:;i me :;i 
rnr. o.:;i l.7'7!!177> 
fM!'il ~ ~./.'7'57 (77) ,y ~.!!0111 177l 
mc. 10% > 7.01/.1177> o.m11m ,r?.:'i.~ (77) 

llJA /. 

cm: 0% mc. o.:>z rnr. 5% 
f1w. O,!'\% .f 7,U//. <77> 
rae ~z " 7 .~! ? (77) J' ~. :>JI~ 177l 
rnr. !9l i' 9.1:1?.\ (77) f 7.7':197 (7/) 1.1501177> 

llJA 7 

m.r 0% r.M. O,!'\% mc. :;z 
IThf o.~% l.97n5 177> 
r.rU'. :>x 1.~17 177l 0./.090 (77) 

rrwr lOI ,( ~.90117 (7/) -,/' 7.0?:'i9 177l o.~17 <77> 

OJA lQ 

rnr. 0% rflhf. O,!'\% f.rt«'. 5% 
l:rKMl o.~.flll7 ml 
C!l.f ~% 1.7911 (77) l.~,~ (77) 

m.r 10% 0.%71 (77) 1.:-i:;n <m o.:>.m m> 
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TAE:LA 26 Signific a ncia de las coMpa r acianes entre las di as 
de cada concentración; DIAMETRO, S, F, E: , 
(Las g radas de libe rt a d entre paréntesi s ) 

!nlTIITRAl'Jlll M% 

flJA 1 OJA 7 nJA 3 llJA 5 DIA6 DIA 7 
llJA 7 J,/i."61 (77) 

llJA 3 9,0/..'l/I m> ,> 7."'60 127> 
llJA 5 o.6008 (?2) ¡/' 7.711&1 (27) 0.7171 (27) 

flJA b -1 1.b8311 (?2) -)' 1.5777 (77) f 7 .?:'& (22) -)' b.'1532 (22) 

flJA 7 •• 8í'9b (77) l.1lM In> !.ff7 (22) l .R971 (72) #&,1M8 127> 
flIA le i' '/,'/177 (77) 'l.Ol07 (77) -J''l .77~ (77) -1'7.~('/1) l .S.163 ('/2) A' 2.1130 (Z2) 

mc.FMTRtl:J(ll •• sx 

flJA l llIA 7 flIA 3 flJA 5 DJA 6 ()JA 7 
DIA 7 J,90115 (?7) 

llJA 3 l.l!il7 (?í) :F9.71R9 (77) 

flJA !i 1.6130 (77) i'll.'193 (77) 1.5!171 ('/1) 

DIA b ¡/' 7,7717 (77) l.0'106 (77) -1 R,R003 Cn> y 10.007 cm 
llIA 7 0.3390 cm n.8950 cm i' 3.!185 ('/J) 11.931 1 ('/1) ;7.1613 cm 
flIA lO 'l.87711 (77) 1.a:w (72) J'7.7137 (77) tf 7.301/1 cm 1.7717 (21) i' 2.1318 (77) 

r.rtc.f'NTRACI(ll 5. 0% 

flIA l flJA 7 DJA 3 flJA 5 llJA b flJA 7 
llJA 7. 1.:11191 cm 
DJA 3 I 7,71111 C77l y l0.&17 (77) 

()JA 5 1 2.mo <m i ll.006 cm 0.0718 (71! 
f)JA 6 o.m7 cm 1.7107 cm 11.7770 (22) /1,lbl? (77) 

()JA 7 O, O:l91 C22l 7.8316 (22) ,( 5.7037 (77) 11.9791 cm 0.3969 C22l 
OJA l O o.mi 1m o.5lR9 cm l.M77 In> 1.6.'Wb cm e.es,11 cm 8.9151 cm 

r.t"N'.FHTRAr.fül 1 0.0% 

flJA l llIA 7 flIA 3 OJA 5 OJA b ()!A 7 
l\IA 7 o.1m 110> 
()JA 3 ,¡t 7,Ml7 <70) I 1 l .4'12 C77l 
OIA 5 J.5lB!l (70) 1 1,5707 C70l ., 3.9:155 cm 
flJA b 0.995'1 (70) i' 7 ,6019 (í7) ., 5./.050 C21l 1.5173 (77) 

flJA 7 l . 1117 cm ., 7.6051> C77l I' 3.U97 C77l 0.11302 (72) o .1361 C77l 
flJA 10 l .l070 (70! 1.3mm> ;F7.J751t (?í) l ,!lO!tO C77l l.bm cm l.b819 cm 
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fABLA 27 S ignificancia de las coMparaciones entre la s 
c oncentraci ones d e cada dial DIAMETRO, S, F.B. 
<Los grados de libertad entre par~ntesi s l 

llJA J 

rnr n% rnr o.~z rrw. '.iI 
r.cu: o.~z n.7777 mi 
CM :'il o.:>97'1 ml o.m:~ <m 
rae 1n ~.l i!l7 (70) O.OR1b <70) D,:'i971• <70) 

llJA 7 

rnr.oz rnr. o,:\% CM:\% 
r.rtr. O,:'il'. l.cm9 (77) 

rnr. :'i% 1.m1ml i' :'i.1919 (77) 

mcm: f 3,Jb7R <77l f] ,11($7 <n> J,7"1'57 <n> 

OJA 3 

rnr. 8% en«'. O,:\% rnr.~ 
rnr. 1.:\% l • ro5!i ( 77l 
rnr. :\% ' :'i,A:VJ (71) I :'i.997'.i (77) 

rnr. In I b,RO!i:\ <77l ,I'] ,¡,,o;.q¡¡ ( 77l l.~'10(77) 

OJA :'i 

in«: 0% rnr. O,:'il rnr. :'il 
rnr. ','.'il J,/.179(77) 
rac. :'il ;( 3,0R01 <77l ,r 1.9133 <nl 
rae m J.:'i771 (77) 0.7!79 (77) ,( 7.:'i919 (71) 

llJA b 

rae OI rnr. D,'.'il rnr: :'il'. 
rnr. Ml'. f 7.~'I (77) 

rae :'iI f 7.J:'i97 (77) t:'i.:'il71 (77) 

rae m 1' 9,Rnot (77) ,r R.Jbl1 C77l J,Ml:'ilnl 

OJA 7 

rnr. D% rre«: O.:'il'. rnr. :'il'. 
rnr. t.'.'4 '·'™3 {77) 
rM ~z ; 1.9037 (77) J.b97b (77) 
rnc. m f 3.7719 (77) f7,771R <77l ),J:m (77) 

llJA lO 

rnr. 0% r.cu: o ,:'il CONr :'il 
CfK O,:\% G.1791! (77) 

r.rw :>z J.7~"'o(77) J,RM7<77l 
roc Joz J,7MI (77) J .t17:'i (77) 0,/.131 (77) 
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TABLA 28 Siqni f i c a ncia de las coMpar aciones ent r e los dias 
de cada c oncen traciónl DENSIDAD, S .F.B. 
(Los qrados de l ibertad e ntre paréntesis> 

!lIA l !lIA 7 OIA 3 !lJA 5 OJA b J\IA 7 

., 1.m:ll (77) 

1 :;.ma <m 
i' li.7"13 (?7) 7.8"16 (77) 

llIA 7 
llIA 3 
llJA 5 
DJA b 
OJA 7 
llIA l t 

-,1 7.1!ilb (72) 

" 11.917 (77) 
t.71197 (71) 

¡( 5.71103 (77) 

,( 6.6731 (77) 

t.77!0 (71) 

f 7 .~7 (77) ; !3.911! (77) 

, .nw cm .r "·""1A <n> 
O,bl15 171> / 7.8011 (77) 

,Yb.7967 (77) i' l7.f:J7 (77) e.~01 <m ,;- 5.im <?2> ., 6.JR97 <72> 

!lJA 7 
!lJA 3 
!lJA 5 
()JA A 
!lJA 7 
()JA 111 

!lJA l J\IA 7 
.r H.~~ (77) 

, l3.:i:i7 (71) , 3.l~ (21) 

,; R.om m> n.mi cm 
1 H,11R 171> J'?,!300 1771 
* 11.~ (77) ¡-'.l,Jr.i9 (77) 

J ,A1AA (77) " i.0113 (77) 

DIA l OIA 7 
!lJA 7 .¡ ll .R7J C77> 
!lJA 3 f R.17511 (77) J ,f:J:./o (77) 

!lIA '.l !lJA 5 

I' R,1:;97 177> 
'.nn <m , ll.:i:io:; <m 
O,'.lJ97 C77l / 7.7737 1711 

1 5.~•MR (77) J ,O'l/1 171> 

llIA :; 

OJA b llJA 7 

l.'1511 cm 
,, 1. 9163 (27) i' 5.1906 (12) 

OJA A OIA 7 

OJA !'ó / 5,8177 (77) P,6417 (77) 0,5.1!0 (77) 

!lJA /. / /.,~J (77) 7, 00!7 (77) {7.730/. C71l J ,M13 (77) 

!lJA 7 1 {.,7A17 (77) 0.37i7 171> 0,9501 (77) 0.7819 (?7) J ,¡.171 <n> 
llTA 10 1,cr.;7¡. (77) ,1 9,'17JR (77) ,r /. ,Rl7A (77) rl 1.77R7 (77) .r 1,6503 (77) .J< 5,50ID (71> 

OIA 7 
!lJA '.l 
!lIA !'ó 
l\JA A 
llIA I 
!lJA l O 

llIA 1 
.; 1.77R7 (70l 
I' 5. 9777 (70) 
.¡¡. 3.79'17 (70) 

, 7.53!4 (70) 

OJA 7 

1'3.'197! (77) 

0.09/.0 (77) 

J.RO?:i (77) 

, '.l ,51'.l7 (/llJ 1l.!'ó9'.l8 (77) 
0,5079 (70) ,r /. ,MfV ( / ll 

!lJA '.l 

/f 7.::l'?M {77> 
,, '!.! l<r.i ( 77) 

l , Ri'!',1 C 77l 
;I 7.J'I07 (77) 

OIA !'i OJA b DIA 7 

1.7&~ (77) 

o.?.1179 cm 1.6m <m 
;1· '1.'3011 (77) 10,'.\7~1 (77) >f'i .3159 (72) 
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fA E:LA 29 Si groificarocia d e la s coM paraciones . e nt re las 
corocerot r acio ro es de cada dia; DENSIDAD, S.F .B, 
<Los grados de libertad ent re p a rén te s i s ) 

r.rw. o.~ 
(Thf. ~ 

Clll'.10% 

rM o.~ 
rn«: !'\l 
r.m: 1 oz 

ITT«'. o.~ 
cnr 5% 
cnr 1nz 

rm o.~ 
r.tlt{'. :;? 

f!IN(: Jn% 

CTI«'. o.~ 
r:M": 5% 
roc m 

rm· n.!il 
r.oc 52 
rrn 101 

rm- n. <cL 

r.oc ~· 
r~ 102 

OJA l 

roc 01 ('ffif: 0.:11 
j' 7.ll91l9 (77 ) 

1.01~ (77) J .1!'\71 (77) 

1. 091l0 170> ,r 7 ,/.!90 170 l 

llJA 7 

IThf. 0% fThf. o .:11 
G.99:l1 (77) 

J,:mt. (77) o. :i:<o1 <m 
6,'.{;11 (77) 6.9010 (77) 

!\JA ::1 

fa('. 0% f.fw. o.!>% 
Mll7f. 177> 
t,M81 177> P,/..'\01 <77> 
O,:l7:ll <nl o.7717 <77> 

!\JA~ 

cnr oz flV«'. o.~ 
,r 1 .:l/.~ (77) 

~ !'i .~u. (77) -f ;¡,117¡.9 (77) 

.r !i.:i:l9n cm Y :i.:im cm 

flV«'. Ol rm o.~ 
,;'1,590!'\ (77) 

U,ll"\71 177> -r ::i.m1 <m 
D.14~? 177> ,r ::t././.79 (77) 

!\JA 7 

rnNr 0% roc o.~ 
:/' ? ,f.7JO (77) 

o.~m <m l.f171lf. (77) 

0.77!'\~ 177' l.9AA:< (77) 

llJA l O 

r.rw. ox flVlf O,!'\! 
ft.~J5::i (77) 

0,790? (77) o.ion cm 
0,7700 <77l o.mi cm 

l .:'&11 170) 

f.M. ~ 

J.1791l (77) 

f.fw. !\% 

1.117 .. (77) 

0,11$7 (77) 

flV«'. !\% 

o.:;m <m 

(':fl«'. !'\% 

o.n1:; cm 

r.otC !'\% 

O.:</..~ (77) 
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TAE:LA 30 S i gnificanc ia de las c oMparac iones entre los dias 
de cada suero; AH EA TOH\L 
<Los g rados de 1 ibertad er1tre paréntesis> 

g,f,fl, 

OJA 1 OJA 7 OJA 1 OJA 5 OJA 7 
OJA? ,9.71'1/. (77) 

OJA 1 ./JI ,113 <n> /17 .0911! (77) 

OJA 5 ,rJ l ,B:l/I <77> r9,'J197 <n> J,1509 <n> 
DJA 7 ;1'8,31101 (77) 0.0119 (77) .j' 7.1101 <n> "' 7.0991 (72) 
DIA 11 ,; 1.:we <71l ,; {l,?11011 (?/) J'll,7970 (7?) i'll.1517 (72) +' 1.8106 ( 7'll 

s.r.. 

OJA J OJA 7 OJA 1 llJA 5 DJA 7 
DJA 7 ~ 11.111 (?/) 

DJA 1 JI 15.191 (Z'l) i' S,i.l98 177> 
()JA 5 ,9,f.757 (7?) J.7731(77) 1.m1<n> 
()JA 7 i' Jt.031 (7'1) J .0739 (77) ),f.1011 (77) o , 'J'JJ7 m i 
DJA 11 J'Jl,051 (77) ,-7.1913 <nl ,r 5.f.070 <nl I' 7 .10111 <nl "'7 .3071 (72) 

g,T' 

OJA ! OJA 7 OJA 1 DJA 5 OJA 7 
OJA 7 _, 11.~o <77l 
llIA 'I Y IS,'173 <77l ,r9,7f..'iO m> 
OJA S ,, 11.1m <77> , 3.mR (71) y 7 ,7011 (77) 

llJA 7 i' ll.M~ 177! Y1,í'tlb7 (77) ,r 11.0901 <nl 0.1 716 (72) 

DIA l~ j' 15,011'1 (7'1) n.1m mi !.179'1 (77) ¡( f..80117 (77) r 7 .t.036 <Z2l 
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TABLA 31 Sign ificanc i a de las coMparaciones entre los 
s •.1et'D!i para c~Jdil dia; AF~EA TOTAL 
(Los grados dP l iber t a d entre paréntes i s) 

flJA l 

S.T, ,f 1,0101 (77) 

S,r., ,,_ 3.7151 <77l A' R.1106 (77l 

OJA 7 

s,F,P.. S. T, 

¡r S,T. 0,7171 <77> 
s.c. A' ~.1>75-'\ (71) A ",lbJ8 (77) 

()JA 'I 

S.F.fl, S.T, 

S. T, O.'.l'.1l~ <77l 
s.r. . ;f- 3,1909 (71) ,t.7.7630 (77) 

OJA ~ 

S,F,fl. s .T, 

S.T. 1.o:m m> 
s.r. . .,,,. 7 .8780 (77) ¡/L 5,7:>113 (72) 

()JA 7 

S,F,P. . S,T, 

S.T. 9,7'.1!16 (12) 

s.r.. ,¡- 1.9'.'136 (77) ,¡:6. l!l06 (71) 

flIA lf 

S,F,fl, S,T, 

S. T, ;r 1,9787 <771 
s.r. . ,, 7. n~ mi ,,_ 7.979'3 m> 
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TAE:LA 32 Siqnificancia de las coMparaciones ent re lc>s d i as 
d e cada suero; AREA PROMEDIO 
<Los qrados de· li b ertad e ntre p ar~~n tesis) 

S,F ,P,, 

llJA J flIA 7 OTA 1 OJA 5 OIA 7 
OTA 7 -f 17 .814 (77) 
OJA 1 .Y JMll <77> 0.:..117 (77) 
OIA ~ I' H,601 (77) -f 1 7 .~ (77) f ~.:-.M9 (77) 

·OJA 7 / 7, l:l!IO (7/l "7,R7~~. <77> +' 7.97R1 <77> J ,9779 (77 ) 
OIA 10 O, O:VR (77) .,. 6.:1171 (77) ,¡ ~.:.7~ (77 ) .,r 5,::t:\97 (77) l .7'.101 (77) 

S.T . 

llJA J OJA 7 OJA 1 OJA 5 OIA 7 
OTA 7 ¡( 71.00!l <77) 
OIA 1 I' l!l,:'IOJ (7Jl l .1509 (77) 

llIA 5 j 7.1Dn (17 ) -f 1.0963 (77) .,;- 1.7171 (77) 

OIA 7 O.l~+'l <77l ., 7 .5011 (77) ,( 7.!'ill'l!I (77) l .777'S (77) 

OIA J.! -Y 7.5783 (77) f 7.0795 (77) f~ . 7995 (77 ) J .6l1!l (77) J,!\OZS (71) 

s.r.. 

OJA J OIA 7 OIA 1 OIA 5 l\IA 7 
l\IA 7 -( 71 ,';.77 (77) 

llJA 1 f JR,910 <77.l .,r5,7Jl7 (7Z) 

OlA 5 ;f 10.080 <27) K !l.7801 (77) H,'.!JlS (7/) 

OJA 7 I' 7..1171 (77) ,f 7.8510 (7/) O,bll>li (77) .;- :. .11110 m > 

OJA l O ,f 70.~+'l (27) 1 ,RO:l!t (77) .., :l , ::t:\19 (77 ) I' 1.m6 m> "' 6.91911 (77) 
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1 AE:LA 3 '1 Sign1ficanC' ia de las coMparaciones entre los di as 
de cada suero; OIAMETRO 
<Los grados de libertad entre paréntesis) 

S,F,11. 

llJA 1 llJA 7 llJA 1 llJA :'i llJA 7 
llJA 7 "' 11.m <77> 
f\IA 1 .,r lb.m <77> O,fl:l07 !77l 
DIA S ,, 111.m <77> -rl7.0R7 (77) , s.:19u m> 
DIA 7 1 7.5-131 (77) 7'7,R9HI (77) I' :M~Rl ! 77l 1 .1918 (77) 

DJA 11 8.3777 (71) ¡t' 7.:'ill'n (?1) ,t 7.100~ (71) K s.me <77l l.9115 <nl 

$,T. 

f\IA 1 DJA 7 DJA 1 f\JA S DJA 7 
OJA 7 .; 711.llr.I (77) 

OTA 1 ., 1¡.,:m <77> l.:'i91l (27) 

OJA S "7./1171 (77) .;s.~1 cm ,..s.11is1 m> 
[)JA 7 0.1111 m> , 7 .fl:l91 (77) n.mb <m l.~7 (71) 
[)JA 1 O -/' 7.057l (77) -/' 11.3:111 (71) .; 7 .78fl:l (71) l .111(17 (71) 0.91151 (12) 

s.r.. 

[)JA l OTA 7 OJA 1 llJA :'i DJA 7 
OJA 7 .,f :11.llBb (77) 

OlA 1 -t 74,9/17 (77) 15.7957 (71) 

OIA :'i ., u.o~ <n> "9,ROD7 (71) ""·~ (71) llJA 7 ,, 7.7137 (77) ..-9,fmR (77) I' 11.~M <71l r s. 9tlS7 <77> 
OJA JO ,, 7R.977 (77) l .lll:'i3 (77) I' ~.371!i (77) i'll.l>.'i..13 (77) ,19.:mJ (72) 
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TABL A 33 Sign if icancia de las co Mp ar a ciones entre los 
sueros para cada dia; AREA PROMEDIO 
<Los grados de l ibertad entre paréntesis > 

llJA 1 

s.F.fl . s.r. 

s. T. ./' 7.3713 1771 
s.r.. 1.se:'ill m1 ~9.f!lllfl mi 

llJA? 

s.r.P.. s.r. 

S, T, ;f 9.J181l 1721 
s.c. 9,5919 (71) ;f ft.6917 (??) 

OJA 4 

s.r.P.. s.r. 

S.T, 7" 7.9W 1771 
s.c. ;f 1,0131 (77) A' ft.7551 (??) 

llJA 5 

S,F,R, S,T, 

S,T, l.zmm> 
s.c. ,r- 5,1903 (71) 0.6016 (72) 

OJA 7 

S.F ,p., S,T, 

S,T, O,PSIO (771 
s.c. 7"' 3.6981 (22) ,¡<-3,1130 (72) 

llJA 10 

S.F,R, S,T, 

S, T, A' 5.773!1 l7il 
s.r.. A" b.1111 tm " 3,:w1o 1m 
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TABLA 3 5 Significanci a de l as coMpar a ciones entre los 
sueros para c ada di a; OIAMETRO 
<Los gr ad os de libertad entre p a réntesis) 

llJA l 

S,F,fl, S,T, 

S,T, .t'- 7.7ff13 (11) 

s.c. 1,6.'\99 (22) rl' 11.156 (;'1) 

llJA 7 

S,f,p., S,T, 

S. T, ;(- 9.~998 127> 
s.r.. D.577/1 tn> i'9.11n tm 

llJA 1 

S.F,fl, S,T, 

S, T, A' 7,U.'\8 (11) 

s.c. ;f' ~.7~77 (11) "' ~.91116 (71) 

llIA ~ 

S,F,fl , S,T, 

S.T, 1.m1 tm 
s.c. "' ~.m2 <27> * 1.11991 (71) 

llJA 7 

S.F.R, S.T, 

S.T. o • 786.'i <72) 
s.c. :K ~.8307 (71.) :K 3.5.'i31 (22) 

f\IA lt 

s.F.P.. s.T. 

S. T, l 5.3770 172> 
s.r.. "' 7.0'\39 <m * 3.3:111 tm 
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TA BLA 36 Significancia de las coMparaciones entre los di as 
de cada suero: DENSIDAD 
(Los grados de libertad entre paréntesis> 

!l.F.F!. 

OIA 1 OJA 7 OJA 1 llTA 5 OJA 7 
DJA 7 * 11.090 171> 
OIA 1 1 .7S90 (72) -r9.60!lc'> 171> 
OJA 5 .f 3.'fm In> ,, 17.0311 (77) M~<m 
OJA 7 a.om <n> / 7. 0789 (72) J.1~(71) 8.9/.77 Cl1l 
l\JA 11 .j 5.9337 (77) ,, 3.1390 (77) -Y 5.i'S!i1 cm K (.,9111 (72) ,r 3.111111 (72) 

!l,T, 

llJA l DJA? l)JA 1 OJA 5 DIA 7 
()JA 7 ..y lf..?111 (77) 

OJA 1 O,ll59 <77> ,y 11,áO!t' <n> 
OJA ~ l.73á5 (?11 ; 5.9t~ In> 1.53111 (72) 

DIA 7 "11111> (1?) -1'11,?Jtt (77) 8.211111 (12) 1.3561 m> 
l\IA JO .,11R,W1 <??> ,; ll.ff1 (72) n.~1 <22> 1.1121'1 (22) ~ 3.aJ91 (72) 

i;.r.. 

DIA 1 DJA? l>JA 1 DJA 5 DTA 7 
DIA 7 -( 15.971 (;>?) 

OJA 1 (1 ,117/10 (77) , 13.1117 (77) 

DJA 5 ~ 5,9J71 (?2) n.1m1m -t5.3177 (??) 

l\JA 7 J.?1111 (?1) ,y 13.51111 (??) 1.71?9 (?7) .,. 5.?.331 (?2) 

(\JA JI ,,3,7?17 (72) ,, 11.~? (??) ,r?.~ (7?) *' 1.1597 (72) .y ?..11113 (?7) 
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TABLA 37 Signif icancia de l a s coMparaciones entre los 
sueros p a ra cada dial DENSIDAD 
<Los grados de libe rtad entre pa réntesis> 

llJA 1 

S,T, o.17AA (77) 

s.c. -.f :i.am <n> ,r 1.1m m> 

!HA 7 

S,F,R, S,T, 

S,T, .. o.1m cm 
s.c. * t.. 51-71-, ( 21> 0,7911 (72) 

llIA 1 

S,F,fl, S,T, 

S,T, O,lll1t.O 1771 
s.c. ,f'- 7.9fl19 (77) o.mo m> 

llJA ~ 

S,F,fl, s.r. 

S.T. J.1111!7<nl 
s.c:. "'1.om m> #3.?:111 (21) 

llIA 7 

S,f,R, S,T, 

s.r. MD71 (71) 

s.r.. J ,:\131 (22) o.:;:;u, <m 

llJA 18 

S.F ,fl, s.r. 

s.r, ) ,1117 (71) 

s.r.. J ,70/..~ <71> ,ji 7 . ~'19 (71) 
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