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I N T R o D u e e I o N 

Las dificul tades para conseguir Fitohemaglutinina de -­

fuentes comerciales en nuestro país, problema a l que s e enfre_!! 

tan todos los laboratorios que hacen uso de los cultivos d e 

l e ucocitos de sangre periférica principalmente, ha motivado l a 

realización de este trabajo. 



C A P I T U L O I 

PURIFICACION DE LA FITOHEMAGLUTININA !: 

La existencia de hemaglutininas en muchas especies de -

plantas, particularmente l a s leguminosas , ha sid o conocida por 

muchos a ños. Boyd (1) cree genera l mente que las lectinas (h e -­

moaglutininas vegeta l es) son prote ínas o mucoproteínas. 

Lo s extractos obtenidos de a lgunas de e s as semilla s 

reacc iona n específicamente y se les llama lectinas, término -­

p r opuesto p o r Boyd (1), de rivado del l a tín lege re, escoger o -

seleccionar. Boyd eligió e ste nombr e para las ag lutininas veg~ 

tales con especificidad de g rupo sanguíneo con e l objeto de -­

evitar el empleo de la palabra "anticuerpo", ya que parece s er 

que e l mec anismo de la reacción e s más bie n fortuito, y no de­

bido a una estimulación aglutinógena . 

Ya existen en el comercio cuatro lectina s específica s -

para ciertos factores s a nguíneos humanos. La lectina a nti-A1 ,­

preparada a pa rtir de semillas de Dolichos bif lorus (2 ) p rodu­

ce una ag'lutinación específica de los eritrocitos pertenecien-

tes a los sub-grupos A1 y A1B. La lectina anti-H d erivada de 

las semilla s 'del Ulex europeus (3), se emplea para de termina r­

si Un ind i v iduo es O nÓ secretor y es t a mbién Útil Oc.ra dif e --

rencia r entre sí los sub-grupos de A. La l ectina Anti -N, p reoa 

r ada con semillas de Vicia gra mínea (4) , y l a lectina anti - M,-
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obtenida de l a s semillc.s de l a Iberis amara, constituyen reacti 

vos ad iciona les para pruebas confirmatoria s de los grupos N y -

M. 

La F itohemag l utinina (FHA) es una mucoprote ína que se -

extra e de la semilla de Phaseolus vu lgaris , aunque también es­

posible aislarla de otras especies de leguminosas. Sus propie­

ó~des conocidas son dÓs: produce la aglutinación de eritroci-­

tos, y de leucocitos en menor escala , y es capaz de inducir la 

división celular. Estudios recientes (5) han demostrado que el 

efecto de l a F HA está determinado por la especie de planta de­

la que se extrae; as í, por ejemplo, la obtenida de la raíz, t~ 

llo y semilla de Dolichos biflorus, únicamente presenta acción 

aglutinante, en contraste con la aislada de hojas y raíz de 

Phytolacca americana, que presenta . un alto grado mitogénico y­

muy poco o ningún efecto aglutinante. 

Según los mismos autores existen especies en las que se 

manifiesta n ambos efectos, como en Phaseolus vulgaris y otras­

especies de Phytolacca; más aún, se ha encontrado que algunas­

leguminosas poseen efectos eritroaglutinantes y leucoaglutinag 

tes específicos. 

En 1909, Wienha us (6) la purificó parcialmente y la - -

identificó como una proteína , probablemente una a lbÓmina . Ri-'­

gas y Osgood (7) sabían de l a utilida d de l a FHA pa r a l a sepa­

r a ción de l e ucocitos de er itrocitos en un gra n es t ado de pure -
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za, en un mínimo d e tiempo, con poco esfuerzo y c osto. 

Con el objeto de estudia r el metabolismo de los leucoci 

tos, obtuvieron la aglu~inina en forma de mucoproteína (FHAM)­

parcia lmente purificada por el método de fraccionamiento con -

etanol a baja temperatura ; el material purificado en esa forma 

es una mucoproteína termolábil, soluble en a gua d estilada , so­

lución s a lina y soluciones amortiguadoras. 

Contiene 6.5% de nitrógeno, determinado por micro-Kjel­

dahl, y 50.4% de substancia s reductoras estimadas como glucosa 

por e l método de Nelson-Somogyi. 

Posteriormente, los mismos autores purificaron l a (FHA­

P) por el procedimiento "Salting out". Todo el trabajo fue de­

sarrollado en un cuarto frío a lºC, y usaron una supercentríf~ 

ga Sharples para completar la sedimentación del precipitado. -

Fraccionaron con sulfato de amonio y dializaron contra corrien 

te de agua destilada. 

La FHA P así obtenida es un producto amorfo, insoluble­

en agua destilada, soluble en solución salina al 0.85% y en so 

luciones amortiguadoras. En solución es inactivada por la tem­

peratura, pero es relativamente estable a lºC; la solución - -

guardada en refrigeración a pH=l por un mes reti e ne su título­

aglutinante original. Contiene 14. 6.:!:_ O. 5% de nitr&;eno, , 3. 4_:'.: -

0. 25% de substancia s r eductora s y 7.25% d e tirosina (determin~ 

da por el método Folin-Cioc a lte u ) . El a ná lisi s e l ectroforét ico 
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entre pH=2 y 8 mostró un ma teria l homogéneo con un punto isoe­

léctrico a pH=6.5. 

Un a nálisis (8) de l a FHA a l 0.7% en solución amortigu~ 

d o r a d e Miller pH=7, fuerz a iónica 0 .1, en una ultracentrífuga 

a n a lítica a 52,600 rpm, temperatura de 26 ° C, r~ve ló un gran -­

c omponente h omogéneo con una cons tante d e sedimentación de 7.28 

a tiempos de 16,32,55 y 80 minutos. 

La insolubilidad de esta proteína e n agua destilada y -

s u b a ja movilidad electroforética indica que es una euglobuli-

na. 

Rigas y Osgood usaron el método de Salk (9) para la ti­

t u lación de la FHA puesto que les daba un punto final claro, -

objetivo y reproducible. Este método consiste en: Hacer dilu-­

ciones d e la FHA en solución salina al 0.85%, de 1:10 hasta -­

l: 5120 cuando menos. 

A 0.5 ml. de cada d ilución se la adicionaron 0.5 ml. de 

una suspención al 0.25% de aritrocitos de pollo se mezclaron a 

la incubadora a temperatura de 38ºC durante una hora y media a 

dos horas. Se utilizó un tubo control con solución salina y -­

eritrocitos; el título será la máxir.·,¿ dilución en que haya a gl.!:! 

tinación completa . 

De e ~ta manera se tituló la FHA M y PHA P d~~dó la se--

gunda 100 v eces más actividad . 

Es p os ible qu e la e limina ción d el polisacárid o de senmas 
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re sitios activos. 

Por otra parte los mismos autores reportan que para la­

rutina de separación de leucocitos; es preferible el método de 

titulación de Li y Osgood (10); en el· cual: a una serie de tu­

bos de centrífuga s e agrega 5 ml. de sangre humana normal oxa­

latada, haciendo previa cuenta de leucocitos. 

Se agregan volúmenes variables de FHA de O.OS ml., 0.10 

ml., 0.15 ml. hasta 3 ml., se mezcla y se centrifuga a 500 rpm 

(40 g ) por 90 segundos; en seguida se procede a contar los leu 

cocitos en el plasma sobrenadante; el título será el volúmen -

de FHA el que produzca el mayor rendimiento de leucocitos con­

menor mezcla de eritr ocitos, lo cual es variable para puntos -

entre sangres de diferentes individuos, desde 0.1 a O. 25 ml. -

de solución de FHA esterilizada por 5 ml. de sangre. 

La FHA P y M aglutina glóbulos rojos humanos de todos -

los tipos incluyendo los del grupo "O" y Rh {-); han sid o re-­

portados títulos bajos en los glóbulos rojos de tipo "A" . Apa­

rentemente, el tipo de acción es diferente en los glóbulos ro­

jos del grupo: A, B, Rh (-); también es aglutinante de g lóbu-­

los rojos de animales como: caballo, puerco, perro, gato, con~ 

jo, pollo y rana. 

Borjeson y col. (11) purificaron la FHA a partir Faseo­

lus vulgaris con amortiguador de fosfatos, calentando y frac-­

cionando con etanol y pasándola pos t eriormente por una columna 
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de cromatografía; dichos autores concluyeron que s e t r ata de -

una sustancia proteíca que contiene e l 6% de carbohidra tos. 

Nowe ll e n 1960 (12) descubr ió a ccidentalmente que la 

FHA P además de su capacidad ag l utinante usada inicialmente pa 

r a l a s epara ción de leucocitos de eritrocitos, posee una acti­

vidad mitogénica elevada . Su principio h emaglutinante parece -

ser distinto de su factor mitógeno. 

Este mismo autor estudió los posibles factores respons~ 

ble s de l a iniciación d e la actividad mitótica en cultivos de­

leucoci tos de sangre humana normal, t a les como: variaciones de 

tempera tura, pH, tensión de oxígeno, tensión de bióxido d e caE 

bono, plasma y concentración celular , así como l a agitación y­

encontró que solo producía n cambios cuantitativos moderados en 

actividad mitótica y que l a FHA es un iniciador de la activi-~ 

dad mitótica; en su presencia ocurrió la división celular ; y -

en su ausencia no se obs ervaron mitosis. 

Lo s estudios de Nowe ll sugiere n que la FHA no produce -

mitosis per se sino que altera los monocitos y grandes linfoci 

tos circulantes a un es t ado que los hace c apaces de dividirse . 

Nowe ll propone que quizá l a acción de la FHA es recu- -

brir la superficie celular, alterando la membr a na y permitien-

do la entrada de a l guna sustancia del medio de cult ivo y que -

e s ta inicia rá e l proceso mitótico. 
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Actualmente se ha podido s eparar e l fac tor ag lutinante-

en la FHA del factor mi t ogénico (11), e l cual retiene s u avi --

dez por la membrana de los linfocitos. 

Lennox 'en 1966 (1 3) demostró que otras sus tanc i as eran-

c a paces de estimular la activ idad de los linfocitos pequeños -. 
cultivados in vitro observa ndo que los linfocitos procedentes-

de donadores sensibles a l a tuberculina podrían transformarse-

por exposición a pequeñas c a ntidades de esta sustancia. 

En el mismo año (1966) Elves y col. observaron el mismo 

fenómeno de transformación in v itro a consecuencia de una gran 

variedad de a ntígeno (Toxoide tetánico, Bordetella pe rtussis,-

toxoide diftérico, vacuna cont~a la poliomielitis y vacuna c on 

tra la viruela) siempre y cuando el donador para el cultivo h a 

ya tenido experiencia inmunológica con estos antígenos. 

Yunis en 1965 (14) observó que los leucocitos normales- -

e~ cultivo no se transforman ni proliferan mientras no se s orne 

tan a a lgún estímulo, como a un antígeno al que fueron expues-

tos previa mente. Por lo tanto, consideró que el agente mitóge-

no en al FHA podría ser algún antígeno de leguminosa para el -

cual todos los individuos tendrían cierto grado de sensibili--

dad natural. 

Como dijimos, los linfocitos de sangre periférica se --

ven obligados a transformarse por efectos de mitógenos má s o -

menos específicos, como l a FHA y varios a nt í genos a rílbie nta le s -
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almacenad os en su memoria inmunológ ic a como d e extraños o no -

p rop ios. 

La respuesta de transformación supone síntesis de ARN,­

p roteína s, ADN, acomp añada de crecimient o celular y seguidos -

de d i v isión mitót ica. 

El estímulo de l a FHA pare c e med i ado por un efecto sobre 

l a memb rana celular que inicia una pinocitosis intensa. Las va 

cuelas pinocíticas resultante s se unen con los lisosomas, y es 

tas partícula s combinad as limitadas por membranas dejan escapar 

enzimas proteolíticas, que afectan al citoplasma y al núcleo,­

y podrí an r epresentar el e stímulo final para l a transfor ma- - ­

ción (15 ) . 

La hipótesis de que la FHA induce cambios tempranos en­

la superficie de los linfocitos que secundariamente presentan­

alteraciones en los lisosomas se b a sa en estudios histoquími-­

cos de microscopia electrónica que muestran alteraciones morfo 

lógicas y bioquímicas de los lisosomas. 

Por otra parte, en un análisis por ultracentrifug ación­

se demostró que los lisosomas estimulados no sedimentab a n ; ta­

les cambios fueron asociados con el incremento en la permeabi­

lidad total del linfocito a sustencias del medio de cultivo. 

En e stados fisiológicos, la respuesta de transformación 

de mitosis parece depender de f a ctore s humorales circulantes.­

Ciertos agente s humo ra l e s produc i d o s por e l timo f a cilita n las 
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respuestas, en tanto que una fr a cción de alfa globulina circu­

lante l a suprime (16). 

Paralelamente, desde 1964 se tienen reportes de estudios 

sobre o t r a propiedad de la FHA como elemento antigénico, pues­

se ha logrado ai slar hasta 8 diferentes tipos de antígenos de­

su molécula; posteriormente, esta propiedad ha sido objeto de­

numerosos e studios. Otros argumentos a favor de esta propiedad 

son los recientes descubrimientos en cuanto a sus efectos in--

tracelulares "in v itro", que son: alteraciones morfológicas, -

cambios en el patrón del ARN, aumento en la síntesis de proteí 

nas, inicio de la acetilación de las histonas y aumento en la­

actividad de la polimerasa del ADN (17), actividades preceden­

tes a la mitosis. 

Se han observado alteraciones de los linfocitos en cier 

tas enfermedades. Como sabemos, los linfocitos de sangre peri­

férica cultivados in vitro, estimulados por FHA o por antíge-­

nos con los cuales ya tuvo contacto el donador, presentan tran~ 

formación en grandes células de tipo primitivo, apareciendo ac 

tividad mitótica. 

Ling y Soothill (18) encontraron que la velocidad de 

transformación de linfoci t os leucémicos estimulados por FHl'. en 

¡o~ cultivos era m@nor qu~ @n linfo~ito~ ~~rM~lé ~ . 

Hirschhorn, Schreibman y col. (19) observaron modifi c a -

cienes de las transformacione s d e linfoc i t o s frent e a e stimu l a 
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ción por FHA, en uno o dos casos de enfermedad de Hodgkin, li~ 

forna de folículos gigantes, linfosarcoma y leucemia linfocíti­

ca crónica, observándose que la disminución de la tasa de trans 

formación fue proporc ional a la actividad de l a enfermedad. 

Goldberg (20) separó de la FHA la fracción estimulante­

de la síntesis de ARN, la fracción estimulante de la síntesis­

de ADN de la eritroaglutinina, de la leucoaglutinina y facto-­

res citotóxicos, considerando que las sustancias estimulantes­

de la síntesis de ácidos nucléicos probablemente no son proteí 

nas, puesto que no son afectadas significativamente por una -­

desproteinización rigurosa con tripsina y otras enzimas proteo 

líticas. Igualmente, parece ser que no son ácidos nucléicos, -

puesto que no precipitan con ácido perclórico y son resisten-­

tes a la acción de la ARNasa, ADNasa y fosfodiesterasa. Si se­

remueve al 98% de carbohidratos hay una baja moderada de acti­

vidad, por lo que se pierisa que tampoco son carbohidratos. 

El factor eritroaglutinante sí es afectado por la dige~ 

tión de enzimas proteolíticas. 



C A P I T U L O II 

MATERIAL Y METODOS 

Materia prima y purificación de la FHA (P) 

Pruebas de control de actividad biológica: 

a 38 º C 
Prueba aglutinogénica 

a 4 °C 
Prueba mitogénica 

Prueba mitogénica con variación de la concentración -

de la FHA. 

Pruebas de est~bilidad. 

Refrigeración 

congelación 

Liofilización 

Para realizar esta tesis, se utilizó harina de frijol ---­

(Phaseolus vulgaris o Phaseolus cormnunis) como materia prima y -

se usó el método de "Salting out" para la purificación de la prS!_ 

te ína. 

El trabajo fue desarrollado en un cuarto frío a 4ºC y se -

usó una ultracentrífuga SORVALL (RC2-B) refrigerada para la se@ 

ración de los componentes insolubles. 

Dadas las características del laboratorio y del material,­

se trabajó con volúmenes relativamente pequeños, con la ventaja-

de hacer manipulaciones más cómodas. 
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Extracción: A 1 Kg. de ha rina de frijol (Phaseolus vulga­

ris o Phaseolus communis) se adicionan 5 litros de HCl diluido 

(aproximadamente 0.1 N) de pH 1, con agitación constante. La -

suspensión se agitó durante 24 horas y se centrifugó de 10 a -

15 minutos a lOOOg. El sobrenadante turbio se decantór contie ­

ne la FHA y otras proteinas que son eliminadas en los pasos -­

siguientes: 

FRACCIONAMIENTOS CON SULFATO DE AMONIO: 

Al extracto se le adicionó igual v olumen de solución de­

sulfato de amonio saturado de pH 1, con agitación constante -­

hasta obtener una concentración de 25.4 gramos de sulf ato de -

amonio por lOOml. de solución. La suspención obten ida se centr.!_ 

fugó a 10,000 rpm el tiempo necesario para que el sobrenadante 

quede apenas turbio y de un color rosado. 

A la solución clarificada se le adicionó igual volumen -

de sulfato da amonio saturado de pH 1, con agitación constante 

hasta tener una concentración de 38.l gramos por 100 ml. Se d~ 

jó sedimentar y se decantó el sobrenadante, descartándolo. El­

resto se centrifugó a 10,000 rpm el tiempo necesario para que­

ocurra una clarificación completa. El precipitado de color ro­

sado se diluye en un v olumen aproximadamente doble de H20 des-

tilada. 
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DIALISIS: 

El material obtenido se trasfirió a tubos de celofán para 

diálisis y se prcedió a dializar contra H
2

o corriente (a 14 °~ 

por 36 horas) hasta obt ener un increment o de volumen de 50%. -­

Luego se dializó a lºC durante 36 horas también con agua corrieQ 

te. La suspensión se centr ifugó y la s oluc i ó n sobrenadante cla­

ra se decantó pra proceder a la purif i cación f inal de la FHA. -

Esta se precipitó en for ma pura por adición de 10 volúmenes de­

H20 destilada fría; el sedimiento se recuperó por centrifuga - -­

ción, se redisuelve en agua destilada y se procede a su esteri­

lización. 

ESTERILIZACION: 

Esta soíución se pasó por filtro Seitz tipo EKS-1 y a pa~ 

tir de este momento se manipuló en condiciones de esterilidad. 

PRUEBAS DE CONTROL DE ACTIVIDAD BIOLOGICA 

Prueba aglutinogénica: 

Para titular el factor aglutinante de la FHA P se usó el­

método de Salk con la modificación siguiente: 

En lugar de us~r eritrocitos de pollo, según la técnica origi-­

nal se utilizaron glóbulos rojos humanos normales (de preferen 

cia grupo O). 

METODOLOGIA: 

Se hicieron diluciones de la FHA P en solución salina al-
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0.85% de 1:10 hasta 1:16, 384 cuando menos, en tubos de 10 x --

75 mm y fondo redondo. A 0.5 ml. de cada dilución se les adi- -

cionó 0.5 ml. de una suspensión al 0 .25% de eritrocitos humanos 

en solución salina, se mezclaron y se llevaron a la incubadora­

ª temperatura de 38ºC d urante una y media a dos horas. Se util_:h 

zó un tubo control con soluc i ón salina y eritrocitos; el título 

será la máxima dilución en que haya ag lutinación completa. Para 

fines comparativos se tituló simultáneamente una FHA M comer--­

cia l (DIFCO). 

Los resultados son interpretados observando el fondo de -

los tubos en la gradilla , directamente, o por medio de un espe­

jo fijado a un ángulo apropiado bajo una mesa de vidrio. 

Se realizaron pruebas simultáneas a 38 y 40ºC a tiempos -

constantes. 

Prueba mitogénica: 

Cultivo de linfocitos "in vitre" 

El origen de la técnica de cultivo de tejidos "in vitro"­

para observaciones morfológicas, fisiológicas, bioquímicas, gen! 

ticas se remonta a 1898, cuando Ljunggren demostró la supervi-­

vencia de fragmentos de piel en condiciones artificiales. 

A partir de 1929 y gracias a . la idea de Kemp de emplear el 

cultivo de tejidos para el estudio de cromosomas, se realizaron 

importantes progresos en la observación de mitosis somáticas. -

En 1934, Kroutchouv y Berlín observaron mitosis en c ultivo de 
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leucocitos. 

En 1937, cavaudan-Pomrianskinsky descubrieron el efecto­

mitostático de ' la colchicina . 

En 19ó0, Moorhead, Nowell, Hungerford, Beck y Donelly, -

hicieron una recopilación de datos a partir de los cuales des~ 

rrollaron una nueva técnica para la obtenc ión de cromos omas hu 

manos a partir de linfoc itos de sangre periférica. Así, por 

ejemplo, utilizaron el pret r a tami ento hipotónico descrito por­

Hsu y Pomerat en 1952, empleand o la técnica descrita en 1960 -

por Nowell para cultivo de sangre periférica y los conocimien­

tos anteriores sobre el efecto estimulante de la FHA obtenidos 

en 1959. 

La técnica base (21) ut ilizada en este t rabajo para eva­

luar la actividad del factor mitogénico, es la siguiente: 

Técnica para preparar medio completo para cult ivo de le u 

cocitos en sangre periférica. 

Todo el trabajo se realiza con ma t erial y en ambiente -­

estéril (campana de flujo laminar). 

Para cada frasco de cultivo (frasco ámpula de 60 ml.) se 

usan 5 ml. de medio completo. Este medio contiene: 

a) Medio de Me coy (22) modificado, con g lutamina, 5 ml. 

b) Solución de antibióticos (Penicilina-Estreptomicina) -

O. 2 ml. 

Pénicilina 10; 000 u . o. 

Est c e ptomicina 10 , 000 mc g x ml . 
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c) Fitohemaglutinina M (GIBCO) como testigo de compara -

ción 0.1 ml. 

d) La FHA "P" preparada se utilizó a igual volumen que -

la comercial. 

TECNICA DE SEMBRADO E INCUBACI ON 

A.- Si la sangre se siembra inmed iat amente después de su 

extracción: • 

1) Se prepara el medio de cultivo completo. 

2) Se sangra a la persona, heparinizando previamente la-

jeringa. 

3) Se ponen 6 a 8 gotas de sangre en los frascos que con 

tengan 5 ml. de medio completo y se ·tapan con tapones 

de hule. 

4) Los cultivos se incuban en una estufa a 37ºC durante-

72 horas. 

5) A las 72 horas se agregan a cada cultivo 4 gotas de -

colcemida (10 mcg / ml) y se dejan en incubación a 37ºC 

durante 3 horas. 

6) Se procesan los cultivos (si se saca la sangre y no se 

! 
1 

siembra inmediatamente o se transporta a otro lugar ~ 

ra su siembra; se conserva a ± 4ºC hasta el momento de 

utilizarla). 
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TECNICA PARA PROCESAR LOS CULTIVOS 

1.- Resuspender las células y trasferirlas a un tubo de -

centrífuga. 

2.- centrífuga a 1,000 rpm durante 10 min. 

3.- Descartar el sobrenadante, resupender las células y -

agregar solución hipotónica de Nacl, primero 2 ml. y­

después completar el volumen inicial con la misma so­

lución hipotónica, dejándolo reposar durante 20 minu­

t~. 

4.- centrífugar a 1,000 rpm durante 3 min. 

5.- Descartar el sobrenadante y agregar 3 ml. de fijador­

(alcohol metílico-ácido acético en relación 3:1) las­

células se dejan reposar 15 min. 

6.- centrifugar a 1,000 rpm durante 3 min. 

7.- Se repiten los pasos 5 y 6 varias veces (generalmente 

3 bastan}~ 

8.- Se guardan los tubos en el refrigerador hasta el día -

siguente 

9.- Se hacen las preparaciones: 

TECNICA PARA HACER Y TEÑIR IAS PREPARACIONES 

1.- Se sacan del refrigerador los tubos de centrífuga que 

contienen las células. 

2.- Si las células no están li~pias se r epiten los pasos-
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5 y 6 de la técnica para procesar los cultivos. 

3.- Se quita el sobrenadante hasta dejar más o menos 0.5 ml 

arriba del botón y se resuspenden las células. 

4.- En un porta-objetos limpio y frío (sumergido previamen­

te en agua fria). Se dejan caer unas gotas de la suspe.!!. 

sión de células, desde unos 20-30 cm. de altura, lo cual 

tiene por objeto hacer estallar los leucocitos. 

El porta-objetos debe estar ligeramente inclinado al re­

cibir las gotas de suspensión celular~ en seguida, se -­

sopla ligeramente las células. 

5.- Se secan los porta-objetos por calentamiento sua ve (a la 

flama) • 

6.- Las preparaciones asi obtenidas se tinen en una solución 

de Leishman-Giemsa-agua (en proporci6n 3:1:36) durante -

20 minutos. 

7.- A los 20 minutos se sacan las preparaciones y se lavan -

en: 

a) agua 

b) alcohol metílico al 50% 

c) agua 

Secar al aire y observar al microscopio con objetivo d e -

inmersión. 
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TECNICA DE IAVADO DE MATERIAL DE CRISTALERIA PARA CULTIVO DE -
TEJIDOS. 

El material de vidrio que se. utiliza para el cultivo de -

leucocitos debe prepararse en forma especial. 

El lavado debe ser muy cuidadoso y efectivo para eliminar 

totalmente cualquier contaminante que pudiera resultar tóxico -

para las células. En nuestro estudio utilizamos el siguiente --

procesimiento rutinario: 

1.- colocar el material usado en tinas de plástico que --

contengan solución de lavado. 

Soluci6n de la~ado: Detergente 7X al 1% {7X es un pr_Q 

dueto atáxico para células en cultivo) • 

2 .- Sumergir completamente el material en la solución y -

dejarlo durante varias horas (l-12 horas)~ 

3.- cepillar perfectamente el material con esta solución. 

4.- Enjuagar en agua corriente varias veces (8-10 veces). 

5.- Enjuagar 3 veces con agua destilada. 

6.- Sumergir el material en una cubeta conteniendo agua -

destilada du~ante 20 minutos. 

7.- Pasar el material a otra cubeta que contenga: 

15 ml. de HCl N. 

3 litros de agua de la llave, 

8.- Mantenerlo en esta solución durante 20 min. Este paso 

es para evitar la alcalinización del cristal. 
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9.- Cepillar nuevamente el material en agua corriente. 

lO J- Enjuagar 7 veces en agua de la llave. 

11.- Enjuagar 3 veces en agua destilada. 

12.- Sumergir todo el material en agua bidestilada durante 

algunos minutos y escurrir. 

13.- Secar en el horno a 80ºC. 

14.- Envolver y etiquetar para esterilizar. 

15.- Esteriliz~r al autoclave a 20 libras de presión, tem­

peratura de 12lºC durante 30 minutos. 

16.- Dejar enfriar y guarda r . 

COMENTARIO A IA TECNICA: 

Se añade colchicina o su derivado desacetil N-metilado, -

colcernid, a los cultivos celulares para interrumpir las mitosis 

en metafase. 

Es un alcaloide que se extrae de la raíz de Colchium autu 

mnale; algunos prefieren utilizar el colcemid por su menor toxi­

cidad en relación a la del alcaloide puro, y aun así debe em- -

plearse a concentraciones muy bajas, como en la técnica base. 

Debe hacerse notar que, como la acción primord i al del -­

Colcemid durante la mitosis es impedir el desplazamiento de los 

cromosomas a los polos por alterar la consistencia citoplasmátl 

ca (23) y romper el huso acromático, posiblemente por acción di 

recta sob re sus componentes lipídos , haciendo que permanezcan -

en la p laca ecuatrial (metafa s e ). Ade mas , la f alta de túbulos -
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del huso facilita la dispersión de los cromosomas por efecto -­

de los liqui~os hipotónicos, de modo que se obtienen cromosomas 

dispersos que pueden contarse e identificarse con mayor facili­

dad y seguridad. 

Otros compuestos que además de la colchicina, pueden uti­

zarse para eliminar el huso acromático, son la vinblastina y -­

la griseofulvina . 

PRUEBA MITOGENICA CON VARIACION DE IA CONCENTRACION DE IA FHA. 

Se siguió la misma técnica descrita con la unica modifica 

ci6n de variar la concent ración de la FHA en cultivos simultá~-

neos. 

Las diluciones de FHA "P" probadas fueron las siguientes: 

1:2, 1:3, 1:4. Se usó como diluyente solución salina estéril al 

o .9%. 

PRUEBAS DE ESTABILIDAD 

La FHA fue conservada en diferentes condiciones con ~l ob 

jeto de probar su estabilidad. 

REFRIGERAC I ON 

CONGEIACION 

LIOFILI ZACION 

REF~IGERACION: Se conservó los lotes obtenidos de FHA --

"P" en refr igeración a una temperatura de 4~C, por espacio de -

4 meses, realizando pruebas periódicas de hemaglutinación y mi­

togénicas. 
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CONGEIACION: Se conservaron lotes estériles en condicio­

nes de congelación controlando su actividad biológica igual que 

los lotes refirgerados. 

LIOFILIZACION: Los lotes se esterilizaron por filtración 

(Saitz) y se liofilizaron en frascos con 10 ml. de FHA cada uno 

Los frascos liofilizados se conservaron a una temperatura de --

4ºC. Las pruebas biológicas fueron las mismas que los lotes an­

teriores. 



C A P I T U L O III 

RESULTADOS 

Para llevar un orden que simplifique la interpretación-

de nuestros resultados, los expondremos de la forma sigui~nte: 

TABLA 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

LOTES 

(1, . 2) 

( 3, 4) 

( 5, 6) 

(7' 8) 

(9, 10) 

(11) 

(12) 

PRUEBA COMPARATIVA DE HEMAGLUTINACION 
A 38ºC CON FHA 11 M11 COMERCIAL. 

TITULOS DE HEMAGLUTINACION A DIFERE~ 
TES TEMPERATURlIB. 

ESTABILIDAD DE LA FHA 11 P 11 A 4 º C 

PRUEBA DE HEMAGLUTINACION Y MITOGENI 
CA. 

ESTABILIDAD DE LA FHA 11 P 11 EN CONGEL!! 
CION. PRUEBA DE Hfil'..AGLUTINACION Y MJ. 
TOGENICA. 

ESTABILIDAD DE LA FHA 11 P 11 A LA LIOFI 
LIZACION. PRUEBA DE HEMAGLUTINACION­
y MITOGENICA. 

PRUEBAS MITOGENICAS CON DIFERENTES -
CONCENTRACIONES DE FHA 11 P 11

• 

PRUEBAS MITOGENICAS COMPARATIVAS CON 
FHA M COMERCIAL. 
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TABLA I 

PRIJEBA COMPARATIVA DE H»lAGLll'l'INACION A 38°C COli l'BA M 

<ntERCIAL 

LOTES 1 I 2 

LOTE TIBMPO TR.USCUHRIDO (HORAS) 

1.30 2.00 6.oo 24.00 

l 112560 112560 112560 112560 

2 1110240 1110240 1'10240 1110240 

J.l'HA M 
( OOMEBCUL) + 

lsl0240 1110240 1110240 1:10240 

+ 
Li>te lfo . 580663 
Marca DlJ'OO, 



IME 

;3 

3 

3 

4 

4 
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TABLA II 

TITUU>S DE BllUGLUTiliACIO?l A DIFERENTES TEMPERATURAS 

IDTES 3 Y 4 

TD!MPO TRANSCURRIDO (HORAS) TOO'ERATUl!A oC 
2.00 24.00 

11320 11320 21 

11640 11640 38 

lsl280 111280 4 

l1l6a lsl6o 38 

11320 11320 4 
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TABLA III 

ESTABILIDAD DE LA FH! •p• A 4 ºC 
--

LOTES 5 Y 6 

PRUEBA 
TmlPO T:RANSCURRIOO (DIAS) 

IDTE 
o Is 30 l)l) 90 

5 112560 112560 112560 111280 lrl280 
lm!AGLOTiliACION 

6 1:1280 111280 1'1280 1:1280 111280 

5 ..IOQ.. ~ _2QQ_ ~ ~ 

MI'l'OGENICA .32 .38 .3.3 43 50 

6 ~ ~ ~ ~ ~ sa 72 49 65 

La prueba mitogénice. es evalnada por su indice llit6tioo: 

I M 1 Ro. de oélu1ae oontad&s 
No. de células en mitosiS 

Notas Cada I.~. ee el promedio de 10 lecturas. 

!!!~ 

111280 

111280 

_¡QQ_ 
.36 

..2QQ.... 
S!:i 
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TABLA 'IV 

ESTABILID!lD DE LA FHA EN CO!'fü.ELACION (-15 J. -20 oC) 

I.DTF.s 7 I 8 

TllMJlO TRANSCURRIDO (DI.AS) 
PRUIBJ. J.O'l'E 

o l~ 30 60 90 

7 1:2560 1:2560 1:2560 1:2560 1:2560 
H!MAGLOTINACION 

8 11640 11640 1:640 1:640 11640 _ 

7 ..2QQ_ ..2QQ_ ~ ...2Q!L ....2QQ__ 

MITOGMESIS 
108 76 92 86 101 

8 ~ ~ ~ ..m.. ..&QQ.... 
se ~ ~ l2 

120 

1 :2560 

,,1:640 

...2QQ_ 

95 

~ 
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TABLA V 

ESTABI1IDAD DE LA FHA A LA LIOFILI.Z!CION 

LOTF..s 9 I lO 

PRUEBA WTE 
TDMPO TRANSCURRilXl {DI.AS) 

o 30 330 

9 11640 ls640 11640 
H!M!GLUTINACIOll 

10 ls.320 ls.320 ls.320 

9 ....6.QQ_ ~ ...m... 
64 74 61 

MI.TOGENESIS 
10 ...2QQ.... ~ ~ 

105 85 93 



30 

TABLA VI 

PRl!EBA§ MlTOGENICAS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FHA 

.JPTE ll 

DILU C IONES 
CULTIVOS 

lsl 112 ll.3 114 

l if-
2 ~ 

172 

3 • 4 2QQ._ 
2 

Notas Laa diluciones se bioieron oon aoluciÓn estéril de lfaCl 
a l o.~ 

---
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TABLA VII 

PRDEBAS MITOGENIGAS OCJ-IPARATIVAS CON FHA COMERCIAL 

lsl 

12 ..m.. 
Jf,Q 

FBA M maroa GIBCO 
Iota .154532.3 

IDTE 12 

DILUCIONES 

ls2 1:.3 

-6.QQ_ 
74 

..l.QQ._ 
33 



C A P I T U L O IV 

DISCUSION 

En la prueba comparativa de hemaglutinación (Tabla I) -

t odas l a s muestras fueron diluídas inicialmente 1:5 con solu-­

ción de NaCl al 0.85%, y ese material fue considerado la dilu­

ción 1:1. Se consideran significa tivas las diferencias mayores 

de 1 dilución en + ó en -

En la Tabla II se encuentran los resultados obtenidos -

en las pruebas de hemaglutinación a diferentes temperaturas, -

los que se realizaron con la finalidad de precisar las condi-­

ciones óptimas para la misma. Aún cuando los títulos de los lQ 

tes estudiados son relativamente bajos, se aprecia claramente 

que en ningún caso la diferencia fue mayor de 1 dilución, lo -

cual nos ha llevado a considerar que esta variable no es críti 

ca en esta prueba. Sin embargo, el hecho de que tanto a tempe­

ratura ambiente como a 4ºC los títulos fueron consistentemente 

más altos, aunque sea una sola dilución, también nos ha llevd­

do a considerar como preferibles las temperaturas indicadas. -

Por otra parte, como ya se expresó anteriormenté, el título he 

maglutinante de la FHA no correlaciona necesariamente con su -

que si existe alguna correlación esta sería inversa, es decir, 

que l a mayor a ctividad mitogénica se observa cuando el poder -
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hernaglutinante es menor, dentro de ciertos límites obviamente. 

(Ver t ablas III, I V y V). 

Debido a que uno de los problemas muy importantes rela­

cionados con cualquier p r oducto biológico es su e stabilidad, -

realizarnos alguna s pruebas tendientes a precisar l a estabili-­

d a d de nuestra preparación. Según puede verse en la tabla III­

estudiamos la estabilidad de 2 lotes conservados a 4 º C en el -

transcurs o de 4 meses y a los intervalos indicados en la tabla; 

e s evidente que en las condiciones en que se realizó esta pru~ 

ba longit udinal no hubo pérdida de actividad mitótica ni de pQ 

der hernag lutinante corno puede verse en las tablas I V y V en 

condic i ones de congelación y en material. liofilizado tampoco -

fue posible detectar una disminución significativa de activi-­

dad rnitogénica o hemaglutinante en los lotes 7, 8, 9 y 10. 

Vale la pena recalcar (ver tabla V) que las pruebas de­

estabilidad en material liofilizado se realizaron a otros in-­

terva los de tiempo, y que consideramos particularmente impor-­

tante el hecho de que a los 11 meses de preparados los lotes 9 

10 su estabilidad haya resultado excelente. Por supuesto debe­

considerarse conveniente estudiar la estabilidad de este mate­

r ial biológico a más largo plazo. 

También se consideró apropiado, por razones de r endimien 

to, determinar la dilución óptima de nuestro ma terial b iológi­

co para obtener l a máxima activ i d a d mitogénica, por ser esta -
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la fundamental en el cultivo de leucocitos de sangre periféri­

ca para estudio~ de tipo genético. 

Sabiendo que la FHA puede resultar un tanto tóxica (21) 

e inhibir la mitogénesis. Nuestro lote No. 11 fue utilizado p~ 

ra este proceso, y los resultados que se presentan en la tabla 

VI indican claramente que cuando menos para el lote probado la 

dilución 1:2 produjo una actividad . mitótica considerablemente­

más elevada que el producto sin duluír o a mayores diluciones. 

Además, otro lote (No. 2) fue probado en forma similar­

y comparativa simultáneamente con la FHA de origen comercial -

(Gibco) que ha utilizado de manera rutinaria el Labora torio de 

Genética del Hospital del Niño IMAN, por varios años y con re­

sultados habitualmente satisfactorios. Fue muy satisfactorio -

comprobar que la actividad mitogénica de nuestra FHA lote No. -

12 resultó igual o mejor, a las diluciones 1:1 y de 1:2, que -

el producto comercial sin diluír, como puede observarse en la­

tabla VII. 

Parece claro que los métodos muy simplificados no son -

satisfa c t orios para preparar FHA de origen vegetal con activi­

dad mitótica útil en el cultivo de leucocitos de sang re perif~ 

rica. El método de Rigas y Osgood nos ha permitido obtener, a-

partir de Phaseolus vulgaris una FHA de excelente actividad mi 

togénica, poder hemaglutinante y estabilidad en diferentes con 

diciones de conservación. 
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La metodología utilizada en las diversas pruebas de la­

boratorio, recomendadas por especialistas con gran experiencia 

en éste c a mpo, ha funcionado muy satisfactoriamente en nues- -

tras manos y no presentó mayores dificultades de orden técnico. 

Conviene aclarar, sin embargo que la prueba sujeta a mayores -

factores de subjetividad es l a de actividad mitogénica, por lo 

cual se trató de realizarla siempre en condiciones de estable­

c er posibilidades de comparación. 

Tal parece que la capacidad hernaglutinante de un produE 

to de esta naturaleza tiene una importancia secundaria en rela 

ción a su actividad promotora de mitosis, al menos cuando se -

le utiliza con el fin ya indicado. Asírnisrno, parece aconseja-­

ble hacer siempre una prueba comparativa utilizando cultivos -

activados con la FHA a diferentes diluciones, lo cual puede r~ 

dundar no solamente en mejores preparaciones para estudios cr2 

mosómicos sino en una reducción de su costo por este concepto. 

A reserva de confirmarlo experimentalmente prolongando­

los períodos en las pruebas de estabilidad a 4°C y -20 º C, por­

ahora recomendaríamos la liofilización corno el mejor p r ocedí-­

miento de conservación. 



R E S U M E N 

Se prepararon 12 lotes por el método de Rigas y Osgood y 

se sometieron a una serie de pruebas de poder hemaglutinante,­

actividad mitogénica y estabilidad, en distintas condiciones -

experimentales y a lo largo de 11 meses. Se estudiaron las ca­

racterísticas mencionadas en función de las siguientes varia-­

bles: Titulo de hemaglutinación a las temperaturas de 4 °C, am­

biente (± 22ºC) y 38º C: actividad mitogénica a diferentes con­

sentraciones y en comparación simult ánea con un producto comeE 

cial de calidad reconocida: estabilidad de congelación (-15 a -

20 0C) y liofilizado. 



CONCLUSIONES 

Los resultados indican que el método de preparación es -

satisfactorio y que el producto obtenido a partir de Phaseolus 

vulgaris posee excelente actividad mitogénica que no necesari~ 

mente correlaciona con su poder hemaglutinante, así como una-­

estabilidad muy satisfactoria en las condiciones experimenta--

les antes mencionadas. 
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