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J U S T I F I C A C I O N 

Tomando en auenta la difiaultad para obtener fras-

cos de aultivo deseahables en nuestro pa!s, es neaesario de-

terminar s! el método de lavado y esterilización de frasaos -

de pl�stiao deseahables utilizados para el aultivo de la l!-

nea celular de fibrobZastos JTJ, es dtil para Za reutiliia- -

aión de materiaZ pZ�stico desechable en cuZtivo de Zinfoaitos 

humanos para Za obtenaión de cariotipos. 

Si eZ procedimiento de Zavado y esteriZizaaión para 

la reutilizaaión ds los frascos de cultivo marca Costar en el 

aultivo de linfoaitos resulta adecuado, se obtendr�n benefi-

aios eaonómiaos en los laboratorios que utiliaen el material

menaionado. 

Además, la técnica puede apliaarse posiblemente a -

otros tipos de materiaZ desechables que se requieren para el -

aultivo de otras l!neas aelulares. 

A N T E C E D E N T E S 

La aienaia de la Genétiaa mantiene !ntima reZaaión

aon la BioZog!a Celular a partir del redesaubrimiento de Zas

leyes de MendeZ por Correns, Tsahermaak y De Vries en 1901, -
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importantes para �a herencia y �a evo�uai6n. As!, de �a con

vergencia de �a Biolog!a Celular y la Genética surge �a aien

aia de �a Citogenétiaa; la aual trata de re�aaionar �os proa� 

sos ae�u�ares, espeaia�mente aque��os re�aaionados aon �os -

cromosomas y �os fen6menos genéticos que imp�iaan e� estudio

de �as enfermedades congénitas observando defectos aromos6mi

aos mediante �a téaniaa de aariotipo. E� término aariotipo -

(1), se refiere a� grupo de aaraater!stiaas que permiten Za -

identifiaaai6n de un conjunto aromos6miao, aomo Zo son eZ nú

mero, tamaño re�ativo, posiai6n de� aentromero y lJngitud de

�os brazos, entre otras aaraater!stiaas. Es particular de -

una especie, de un género o de un grupo más amplio; y se re-

presenta por la serie ordenada de �os pares de cromosomas ho

mologas de mayor a menor tamaño. 

Para eZ estudio deZ aariotipo humano se han emplea

do auZtivos de fibrobZastos, médula osea, piel y sangre peri

férica. E� más utilizado para el estudio del aariotipo huma

no de 46 cromosomas, es el aultivo de sangre periférica (2). 

Este tipo de au�tivo a aorto plazo tiene aomo ventajas �a ra

pidez, �a re�ativa facilidad de Zas téaniaas de aultivo, y -

además �a faai�idad para obtener e� espea!men a ser au�tivado. 

A�gunas desventajas son, la variabi�idad en �a respuesta mit� 

gena y
·

�a aorta duraai�n de ZQs auZ�ivos, por �o que no pue-

den ser mantenidos para estudios posteriores. 
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Aunque eL !ndice mitótico (proporción de divisiones 

ceLuLares) es bajo en Linfocitos circuLantes� se ha demostra

do que varios agentes mitógenos, pueden inducir Za división -

celular y la reacción bZastóide en c€ZuLas de menor madura- -

ción (en este caso los linfocitos). El estallamiento de los

linfocitos en mitósis es utilizado para eL estudio de cromoso 

mas en metafase. 

Las dos formas principales de estas células son los 

linfocitos B y los linfocitos T; mide 5 a 15 micrometros de -

diámetro, son redondeados, m6viles, no fagoc!ticos y tienen -

una vida media que depende de La necesidad del tejido por di

chas células y que va de 100 a 300 d!as o quizá años (3). Se 

le puede encontrar además en linfa y tejidos conectivos y se

distinguen por su or!gen, tipos de macromoZecuZas superficia

les, patrones circulatorios e interacciones con Zos ant!genos 

y por su participación en Za inmunidad humoral y celular res

pectivamente. 

La fitohemagZutinina (PHA) de Phaseolus vuZgaris es 

una gZucoprote!na del tipo de Zas Zectinas, compuesta por dos 

diferentes subunidades (E y L). En Za actualidad se conocen

cinco diferentes tipos de esta Zectina. (L4, L3E, L2E2� L E3, 

E4 J que aparentemente tienen su or!gen de todas Zas posibLes 

combinaciones tetramericas de éstas dos subunidades (4). La-



Zectina interacciona especificamente con residuos de N-acetiZ

gaZactosamina (5) azacares de 7as gZucoprote!nas de Za super

ficie celular de Zas linfocitos T (6), lo que provoca la for

mación de vesiculas endociticas en la superficie celular que

se fusionan para convertirse en cuerpos muZtivesiculares in-

tracitopZasmáticos, que provocan Za transformación bZastóide

de Zas células en un per!odo de 36 a 48 hs. y a continuación

la exocitosis de dichos cuerpos multivesiculares conteniendo

restos de PHA (5). En consecuencia, los linfocitos T comien

zan su división mitótica aproximadamente a Zas 48 � 72 ha. 

(7-8) de estar en contacto con mitógenos como la fitohemaglu

tinina, concanavali�a A o Za aglutinina deZ germen del trigo

(9). 

La obtención de los c.romosomas en metafase para e Z

estudio del cariotipo se produce mediante Za administrac1:ón -

de coZchicina o su derivado colcemida (10) al cultivo de lin

focitos, con Zo que se inhibe Za formación de Zas microtubu-� 

Zos del uso mitótico y los cromosomas quedan libres (11). 

De gran importancia para el cultivo de Z!neas celu

lares es el lavado y esterilización del material utilizado -

(12). Los art!culos se remojan inmediatamente después de su

uso en una sol�ción detergente. y se lavan despu�s con agua p� 

ra eZ�minar toda etiqueta o marca de Z4piz. A continuación -
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se enjuagan con agua destitada y por úttimo son secados y a�

macenados y/o preparados para su esteri�izaci6n a 121°C y 15 

Zibras de presi6n durante 20-30 min. siempre y cuando et mate 

riaZ sea de cristat. 

La demanda mundiat de productos médicos desechab�es 

tiene una tasa de crecimiento anuaZ de 10 por ciento. Actua� 

mente e� 25 por ciento de la producci6n total se esteriliza -

por radiaci6n; se estima que en breve esta cifra ascenderá -

hasta el 80 por ciento (lJ). El método radiactivo es particu

larmente útiZ para art{cuZos desechables de plástico que no -

pueden esterilizarse por ebuZZici6n o vapor pues no deben ser 

expuestos a temperaturas elevadas. Este tipo de radiaci6n (p. 

ej. rayos gamma) presenta aZgunos inconvenientes como dificul 

tad en eZ manejo, peligro inminente para eZ operador, a�to -

costo, pero son rápidos y seguros en cuanto a calidad de re-

suttados. La irradiaci6n con micro-ondas es una a�ternativa

para la esteri�izaci6n de material plástico desechab�e (14), 

ya que se utiliza una radiaci6n no ionizable (15), que no pr� 

senta peligro a su exposici6n, en comparaci6n con la radia- -

ci6n ionizable derivada de Za energ{a nucZear (rayos gamma) -

que una de sus apZicaciones más comunes es Za esteriZizaci6n

de productos farmacéuticos, instrumental quirúrgico y equipo

médico. 



La radiaci6n por iones. produce reacciones qu!micas 

a nivel molecular. que provocan cambios bioZ6gicoa en Zoa mi

croorganismos. impidiendo su desarrollo y reproducci6n. y Za

mayor!a de Zoa materiales expuestos a este tipo de esteriZiz� 

ci6n no se vuelven radiactivos pues s6lo loa eZectrones.y no

el nacZeo se ven afectados. En cambio. Zas microondas queman 

a Zoa microorganismos. o bien. loa barren. 
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Planteamiento del Problema 

Habitualmente Zos cultivos de linfocitos humanos p� 

ra la obtención de cariotipos se realizan en frascos de cris

tal. Pero, debido a circunstancias aún no conocidas por com

pleto; durante eZ transcurso deZ año se presentan per!odos de 

tiempo en que Zos cultivos de linfocitos no presentan induc-

ción bZastóide, motivo por eZ cual existe Za imperiosa necesi 

dad de utilizar frascos de plástico desechables para el cuZti 

vo de los linfocitos; hasta ·{Ue pu�dan cultivarse nuevqmente

en loa frascos de cristal (previamente determinado por diver

sas pruebas). Puesto que es impredecible cuanto tiempo se de 

ben cultivar los linfocitos en frascos desechables; y como és 

to puede ocasionar que en un momento determinado se agoten 

Zas existencias (ya que rutinariamente sólo pueden ser utili

zados dichos frascos por una vez, hasta eZ momento) para eZ -

cultivo de células, es necesario tener un método de lavado y

esterilización para su reutiZizaci6n. 

Una alternativa ser!a desarrollar un método de Zava 

do y esterilización de frascos de plástico marca Costar·, pl•e

viamente utilizados para cultit>ar linfoc?:tos. No s6Zo es im

portante determinar Zas condiciones de lavado y esteriliza- -

ci6n, sino determinar si se producen o no modificaciones en -

parámetros como: proZiferaci6n celular, viabilidad, inducci6n 
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bLast6ide� !ndice mit6tico, calidad de la mit6sis y moPfolo-

g!a, con Lo cuaL se determinarla La utiLidad del procedimien-

to. 

En la actualidad existen estudios para el proceso -

de lavado y esterilizaci6n de frascos de pLástico reaLizados

por algunos investigadores y en especiaL un proceso de lavado 

y esterilizaci6n de frascos de plástico utiLizados en el cul

tivo de fibPobLastos. Este será utilizado como base pa�a de

saProLLaP eL que resulte adecuado para cultivar tinfocit,,s hu 

manos. 
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O B J E T I V O S 

Probar la eficacia de los f�ascos para cultivo de ·

la marca Costar desechables despu�s de ser utilizados� lava-

dos y esterilizados mediante microondas para cultivar l�nfocf 

tos y obtener cariotipos. 



H I P O T E S I S 

El cultivo de Zinfocitos humanos paPa obteneP caPio 

tipos se puede PeatiaaP en [Paseos de pl�stico tavados y est� 

Piliaados después de habePlos utitiaado paPa et mismo fin • 

. :: '• f: "': 

;,,.' . 
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Material y Métodos ' 

Condiciones de lavado y esterilización: 

Los frascos de plástico desechables de la marca Cos 

tar para el cultivo de l!neas celulares que hab!an sido utili 

zados con anterioridad, se lavaron y esterilizaron de la si-

guiente manera: 

a) Se sometieron por 24 hrs. a la acción de Za solución blan 

queadora de hipocZorito de sodio aZ .5%. 

b) Se almacenaron en agua corriente durante 72 hrs. 

e) Se sometieron de nuevo a la acción de la solución blan- -

queadora de hipocZorito de sodio aZ 5% durante 24 hrs. 

d) 

e) 

fJ 

g) 

h) 

Se lavaron con agua corriente a presión, 5 veces. 

Se sometieron por 24 hrs. a la acción de HC1 0.1 N. 

Se lavaron con agua corriente a presión, 5 veces. 

Se lavaron J veces con agua bi-destiZada. 

Los frascos se secaron con caZar a una temperatura no ma-

yor de 40°C y se almacenaron con SUB respectivas tapas en 

bolsas de plástico selladas con calor para su esteriliza

ción. 

i) Los frascos de plástico desechables se colocaron en un -

horno de micro-ondas doméstico marca Whirpool Mod. R.F.M. 

7 JOO para su esterilización con irradiaciones de micro

ondas a temperatura media/alta. 
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Los paquetes conteniendo los frascos de plástico des�cha

bles que se colocaron en el horno, se irradiaron 10 veces 

durante 30 seg. cada vea, con intervalos de 15 min. sin -

irradiar, con el fin de evitar el calentamiento de los -

frascos y su deformaci6n. 

Se utilizaron ademásJ frascos de cristal lavados 

con hipoclorito de sodio al 5% y HCl 0.1 N y se sometieron al 

mismo procedimiento de lavado, pero se esterilizaron con auto 

clave a 121°C durante 30 min. y 15 libras de presi6n, 

Otro grupo de frascos de cristal fueron lavados con 

soluci6n detergente DinalimpiaJ se dejaron por 48 hrs. en con 

tacto con dicha soluci6n, se lavaron con agua destilada y se

esterilizaron con autoclave. 

Variantes de lavado: 

a) Frascos de plástico nuevos marca Costar (control). 

b) Frascos de cristal marca Gibco lavados con solu

ci6n Dinalimpia y esterilizados por auto-clave. 

e) Frascos de cristal lavados con hipoclorito de s� 

dio al 5% y HC1 0.1 N y esterilizados por auto-

clave. 

d) Frascos de plástico desechables de la marca Cos-

12 



tar previamente utilizados, lavados oon hipocl� 

rito de sodio al 5% y HCl 0.1 N y esterilizados 

por microondas. 

Condiciones de cultivo: 

El cultivo de linfocitos humanos se realizó con san 

gre concentrada, y se llevó a cabo de la siguiente manera: Se 

eztrajó 6 ml. de sangre de un sólo donador y con jeringa hep� 

rinizada (0.1 ml. de heparina oomo antiooagulante) para el -

cultivo de linfocitos en cada uno de los frascos de trabajo. 

Después,ae procedió a la siembra en campana de flu

jo laminar. en condiciones aoépticas. y a cada frasco estéril 

se agregaron: 

6 ml. de medio de cultivo Me Coy's 5a modificado. 

8 gotas de fitohemagZutinina. 

Una gota de antibiótico de trabajo (estreptomicf 

na y peniciZina 1:1). 

8 gotas de sangre agregadas con jeringa sin �gu

ja. 

Se selZaron los frascos y se incubaron a una tem 

peratura de 37°C, y se dejaron en esas condicio

nes hasta Z�s 48 hrs. 
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Parámetros para valorar la eficacia de los diferen

tes frascos para el cultivo de linfocitos: 

1. Proliferación celular. 

2. Viabilidad. 

3. Inducción blaatóide. 

4. Indice mitótico. 

5. Calidad de la mitósia. 

6. Mol' fo log{a. 

Al inicio de cultivo se l'ealizó la cuantificación -

del númel'o total de leucocitos en camal'a de Neubauel', que ae

inoculal'on a loa cultivos, as{ como la viabilidad celular'. A

las 48 hl'a. se destapal'on loa cultivos en condiciones asépti

cas y en la campana de flujo laminar', pal'a obtener' altcuotaa

de cada uno de loa fl'ascos de cultivo; pal'a la cuantificación 

de loa pal'ámetl'os pl'oZifel'ación aeluZal' y viabilidad, l'epi- -

tiéndase esta misma opel'ación a las 72 hl'a. de cultivo. Para 

ésto, se colocó la al{cuota de 0.5 ml. que se extl'ajo de aada 

fl'aaco en tubos de ensayo y ae centrifugó a 1 200 l'.p.m. du-

l'ante 10 min; se descartó el aobrenadante y del botón precipi 

tado ae aspiró hasta lamarca 0.5 de una pipeta para leucoci-

tos; se limpió bien la punta de la pipeta y se aspiró solu- -

ción colorante de azul de tripano hasta la marca de 1.0; de 

nueva cuenta ae limpió bien la punta de la pipeta y ae aspi-



ró ácido aceitco aL 2% hasta La marca 11 y se mezcló bien en

eL bulbo de La pipeta con vortex, con Zo cual quedó La sangre 

en reLación 1:20 con eZ azul de tripano y eZ ácido acetico al 

2%. Después se incubó por 10 min. a 37°C para La inclusión -

del colorante por los leucocitos no viables y se cuantificó -

posteriormente en La cámara de Neubauer o hemat!metro (16) en 

Zos cuadros grandes la proliferación aeZuZar, y Za viabiLidad 

por exclusión del colorante. 

A Zas 72 hrs. se llevó a fin eZ .cultivo celuLar con 

la cosecha de loa linfocitos de Za siguiente manera: 

a) Después de agitar suavemente Zos cultivos, se añadió 0.1 

ml. de aolchicina como inhibidor de la mitóais a cada --. 

frasco, disolviendo suavemente y se volvió a incubar a -

37°C por un per!odo de 90 min. 

b) Cada cultivo se virtió en tubos cónicos y se centrifugó a 

1 200 r.p.m. durante 10 min. 

a) Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el botón con 

golpes suaves y se agregó lentamente 10 ml. de KC1 0.0?5 

M agitando aon vortex. 

d) Se dejó en reposo cada tubo aon cultivo en suspensión du

rante 15 min. a temperatura ambiente. 

e) Se centrifugó por segunda vez a 1 200 r.p.m. por 10 min. 

f) Se descartó eL sobrenadante y _se resuspendió el .botón en-
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soZuai6n fijadora Carnoy (metanoZ y áa. aaetiao en propo� 

ai6n 3:1) recientemente preparada y fria. Se agit6 con -

vorte� continuando Za adici6n de dicha soZuci6n hasta aom 

pZetar 10 mZ. 

g) Se dej6 en·reposo cada tubo 20 min. a temperatura ambien

te. 

h) Se centrifug6 por tercera ocasi6n a 1 200 r.p.m. durante 

10 min. 

i) Se descart6 eZ sobrenadante y se agreg6 5 mZ. de soZuci6n 

Carnoy� se resuspendi6 eZ bot6n y se centrifugr inmediat� 

mente por cuarta vez a 1 200 r.p.m. durante 10 min. 

j) Se descart6 eZ sobrenadante y se resuspendi6 eZ bot6n con 

soZuci6n Carnoy en proporci6n aZ bot6n ceZuZar obtenido. 

Condiciones de fijaci6n sobre porta-objetos: 

Sobre porta-objetos lavados con anterioridad en me

tanoZ frio aZ 70%, se procedi6 a Za fijaci6n de Zas c6luZas -

colocando de dos a tres gotas del bot6n resuspendido en soZu

ai6n Carnoy� y sobre un medio húmedo para posteriormente rea

Zisar Za tinci6n y el bandeo cromos6mico. 

Tinci6n simpZe y bandas G: 

A Zas 72 hrs. de Za fijaai6n sobre porta-objetos de 

Zos linfocitos se proaedi6 a r-ealizar Za tinci6n simple con -

eZ ooZorante Giemsa y bandeo G de Za manera siguiente: 
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Se sumergió cada porta-objetos en una mezcLa de 45-

mZ. de soZución PBS y 5 ml. de tripsina por un per!odo de 

tiempo de 13 seg. a 37°C e inmediatamente despuls se enjuaga

ron por dos ocasiones en solución PBS, y por úLtimo se sumer

gieron en coLorante Giemsa por un perlado de tiempo de 3 y --

1/2 minutos. Posteriormente se procedió a la evaLuación de -

los cuatro siguientes pa1•ámetros como se detaLLa adelante. 

La inducción blastoide (I.B.) se determinó median• 

te Za observación al microscopio de contraste de fases de -

Zas caracter-ísticas notables de células que s! sufrieron ·in...t

ducción (17-18) por el contacto con el mitógeno fitohemagZuti 

nina, respecto a células que no presentaron dicho fenómeno y

se mantuvieron visualmente !ntegras. Caracter!sticas como ma 

yor diámetro, circunferencia irregular, menor grado de impre� 

nación deL colorante Giemsa y núcleo vacuoZado o grumoso, se

tomaron en cuenta para la identificación de Zas cllulas en -

etapa blastóide. Para la evaluación de este parámetro se co� 

taran cllulas que s! sufrieron inducción y que se mantuvieron 

!ntegras por 100 células que no sufrieron inducción bZastóide. 

Se reportó et resultado en porcentaje. 

número de células bl.astóides 

lOO céLuLas no blastóid�s 

17 
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EZ Cndice mit6tico (I.M.} (19)� se determin6 toman

do en cuenta 100 células nucZeadas en reZaci6n al número de -

botones de cromosomas (mit6sis) de células que estallaron al

momento de la fijaci6n al porta-objetos y se e�cZuyeron Zas -

células no Cntegras. EZ resultado se reportó en porcentaje: 

número de mitósis 

100 células nucleadas 
X 100 I.M. 

La calidad de la mitósis se evaluó con el fin de -

pro
_
porcionar información para poste1•iores. cultivos en dichos

frascos desechables y sus consecuentes reportes en Genética -

cZCnica; para lo cual se tomó en cuenta el bandeo claro y le

gible de los cromosomas, la buena impregnación del colorante� 

el tamaño adecuado de los cromosomas (preferentemente de pre

metafase),no empalmados, libroes de Za capa de prootoplasma que 

frecuentemente los encCma y amontona y botones mitóticos en -

número mCnimo roequerido de más de 15 poro porta-objetos. 

Por último, la morfologCa se evaluó mediante foto-

grafCas al microscopio de contraste de fases y por medio del

método comparativo entre el grupo de frascos de controoZ nue-

vos y el grupo de frascos de plástico lavados y esterilizados 

por el método de prueba. 
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R E S U L T A D O S 

El cultivo de Z�nfocitos se p�oZongó po� ?2 h�s. y

se hicie�on conteos ceZuZa�es al inicio, a Zas 48 h�s. y al -

final, y no as! a Zas 24 h�s. po� no apa�ecer cambios signifi 

cativos. Tanto en los f�ascos de plástico nuevos como en los 

frascos de plástico p�ocesados no se ap�eció diferencia signi 

ficativa. según Za prueba "t" (20), en Za cuenta inicial y fi 

nal deZ número ceZuZa� por cultivo a medida que el mitógeno

fitohemagZutinina desencadenaba Za división del Zinfoc�to (t� 

bZa I), po� Zo que Zas condiciones de Zos frascos procesados

fueron muy similares a Zos frascos de control nuevos. La ci

n6tica de proliferación celular fue también similar en los -

frascos de c�istaZ Za1Jados con solución DinaZimpia, excepto -

Zos frascos de cristal lavados con hipocZorito de sodio aZ 5% 

y ácido cZorh!d�ico 0.1 N que presentaron una cantidad menor

en eZ número celular a Zas 72 hrs. (Tabla I). 

La viabilidad celular también se mantuvo en condi-

ciones similares en los frascos de control� frascos de plásti 

co procesados y frascos de cristal lavados con solución Dina

limpia (Tabla IIJ. excepto en los frascos de cristal lavados

con hipocZorito de sodio al 5% y ácido clorh!drico 0.1 N en

donde el número de células que excluyeron el colorante azul -

de tripano fue menor en relación a los cultivos de los otros-
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frasaos. � ... ,· ' ;. -.... :� .. 

En eZ número de aéZuZas que sufrieron induaaión 

bZastóide en reZaaión a Zas que se mantuvieron intaatas a Za

fitohemagZutinina, tampoao se apreaió diferenaia signifiaati

va (TabZa III), ya que Zas aaraater!stiaas que se tomaron en

auenta para Za evaluación de diaho pal'ámet:r>o aomo son: diáme

tro aeZuZar, mayor impregnaaión deZ colorante por eZ núcleo,

reguZaridad de Za aircunferencia aelular y núaZeo de apa:r>ien

aia grumosa o vacuoZada, fueron muy similares en Zos frasaos

de control y Zos procesados, aunque se apreció una cantidad -

mayor de céZuZas que no sufrieJ•ori inducción bZastóide en Zas

frascos de aristaZ Zavados con hipoaZorito de sodio aZ 5% y -

áaido cZorh!driao 0.1 N. 

En eZ !ndice mitótico también los :r>esuZtados fue:r>on 

muy simila:r>es entre Zos frascos de control nuevos, los fras-

cos de plástico procesados y Zos frasaos de aristal lavados 

aon solución DinaZimpia, excepto aon Zos frasaos de a:r>istaZ -

lavados aon hipoaZorito de sodio aZ 5% y áaido aZorh!driao 

0.1 N (tabla IV). De Za misma manera se tomaron en auenta aé 

luZas nuaZeadas en reZaaión a botones de aromosomas (mitósis) 

y desaartanda aéZuZas que no resistieron za-fijación aZ porta 

objetos y suf�ieron aZg�n desprendimiento. 
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En Za caZidad de Za mitósis (o botones de cromoso�

mas de céZuZas que estaZlaron aZ momento de la fijación) pr� 

cedentes de los frascos de plástico lavados y esteriZizados -

se notó una diferenaia m!nima en reZaai6n con Zos frasaos nu� 

vos de controZ aZ enaontrarse en un número Zigeramente mayor

de botones de aromosomas de Zos primeros, una peZ!cuZa trans

parente que probablemente es eZ protoplasma de Za aéZuZa que

empaZm6 Zos mismos y dificuZt6 un poao Za visuaZizaci6n. Es

te probable protoplasma residual aZ pareaer se debe a Za ten

sión superfiaiaZ de Za aéZuZa que muy probablemente se pueda

remover aumentando Zas aondiaiones de humedad aZ momento de -

Za fijaaión. 

En Za evaZuación de Za mor>foZog'Í-a ceZu
.
Zar se utili

zó eZ método comparativo entre eZ grupo control y eZ grupo de 

prueba de frasaos de plástico procesados, principalmente, y -

no se observaron diferencias aZ microsc6pio de contraste de -

fases entre Zas ceZuZas y botones de mitósis de ambos g2•upos. 

(Fig. 1 y 2), 



Diacuci6n y Conclusiones, 

Loa resultados descritos muestran que el procedí- -

miento de lavado y esterilización de los frascos de plástico

de la marca Costar que fueron utilizados previamente para el

cultivo de linfocitos humanos, permite la •r.euti lización de -

loa miamos por más de una vez con las consiguientes ventajas

econ6micas, y posiblemente la aplicación de éste método a 

otros materiales de plástico desechables que se requieran en

condiciones estériles. 

Los parámetros utilizados para la evaluación de la

eficacia del método de lavado de frascos para cultivo de lin

focitos; como son la proliferación celular, viabilidad, indu� 

ci6n blast6ide, !ndice mitótico, morfolog!a y calidad de la -

mit6ais. fueron similares entre los de cultivos obtenidos de

frascos de plástico nuevos y aquellos obtenidos de frascos de 

plástico reutilizados y son suficientes para demostrar que es 

te método puede utilizarse en el lavado y esterilización de -

frascos de plástico desechables para el cultivo de linfocitos. 

humanos y obtener cariotipos para el diagn�stico cl!nico de -

errores congénitos. 

La cinética de proliferación celular de los culti-

vos celulares en frascos de pl�atico procesados por este méto 
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do, as! como en frascos nuevos estériles y frascos de cristal 

lavados con solución DinaZimpia fue similar; por lo que el mf

tógeno fitohemaglutinina estimuló en condiciones semejantes -

a Zas células que de acuerdo a diversos autores son en su ma

yoría del tipo T (5), Zas que presentan inducción bZastoide -

(1?-18). Sin embargo los frascos de cristal lavados con hipq_ 

clorita de sodio aZ 5% no mantuvieron por Zo menos, Za viabi

lidad esperada; sino por eZ contrario presentaron un descenso 

respecto aZ número celular inicial y posiblemente el efecto -

del mitógeno dis�inuyó también o no se presentó, por lo que -

de la misma manera la inducción blast6ide de Zas células cul

tivadas en los frascos lavados con dicha solución se vió afe� 

tada. 

Al momento de la cosecha, a Zas 72 hrs. el Cndice 

mitótico y la calidad de la mitósis, fueron similares entre -

Zos cultivos en frascos nuevos (control) y los frascos de -

plástico procesados por el método que aqu! se reporta, ya que 

la lectura del cariotipo obtenido se evaZ�ó sin tomar en cuen 

ta errores al momento de la fijación, puesto que este error -

serta independiente de la eficacia del método de lavado y es

terilización de los frascos y de Zas condiciones de cultivo. 

La eficacia del método pudo ser valor�da también me 

diante la comparación morfológica de Zas células cultivadas -
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en frascos procesados en relaci6n con el cutlivo control, en

donde Los resultados fueron practicamente iguales. 

No es aZaro el motivo por el cual los cultivos en -

tos que se utilizaron frascos de cristal lavados con hipoato

rito de sodio al 5% y ácido alorh!drico 0.1 N y que se eateri 

lizaron con autoclave, la viabilidad disminuy6 notablemente. 

Una posible causa del efecto que se reporta en este método de 

Lavado de frascos de cristal, ser!a el diferente tipo de mat� 

rial de estos frascos en relaci6n a los de plástico, o proba

blemente la conaentraci6n de Zas soluciones de hipoclorito de 

sodio y ácido clorh!drico deber!a ser diferente. 

EL procedimiento aqu! descrito es adecuado para el

Lavado y esterilizaci6n de los frascos de plástico de la mar

ca Costar, para el cultivo de linfocitos humanos, y los reaui 

tadoa son similares a Zos descritos por Kuri-Harcuah y CoZ. 

(14), quienes utilizaron otra l!nea celular. Además, para -

apoyar Lo anterior, trabajos de Latimar y Mateen (21), y San

born y coZ . . (22), reportan resultados positivos sobre la uti

Lidad de Zas micro-ondas como forma de esterilizaci6n. 

El método de lavado y esterilizaci6n de los frascos 

de plá,stico es rápido y econ6mico, por lo tanto se adapta a -

loa requerimientos actuales, ya que se estima que en corto -

tiempo la esteri Zi.zaci6n con radiaci6n se incrementará en gr� 
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do notable. El método de irradiación poro micro-ondas es seg!! 

roo en comparación con la radiación ioniaante; ésta ofrece se

guridad a la exposición a la piel y la aalidad de los resulta 

dos aumenta proporcionaZmente en tanto que aumenta el área de 

exposición a dichas micro-ondas. 
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Resumen 

Para el estudio del cariotipo humano se emplean en-

tre otros métodos: cultivos de linfocitos de sangre humana p� 

riférica, por au rapidez, relativa facilidad en Zas técnicas

de cultivo y una r6pida obtenci6n del espec!men a ser cultiva 

do. 

Los mit6genos procedentes de plantas son espec{fi--

coa para diversos azúcares que forman parte de glucoprotACnas 

de la membrana celular de loa linfocitos B y T. Sin embargo, 

la respuesta de estos dos tipos celulares es distinta; y pro-

voca la transformaai6n blast6ide de estas células en un per!� 

do de 36 a 48 horas de cultivo in vitro. La obtenci6n de ero 
-- -----

moaomaa en metafaae para su estudio se produce mediante la a� 

ministraci6n de un inhibidor de la formaci6n del uso mit6tico 

de células en diviai6n al cultivo. 

Loa linfocitos T no proliferan en frascos de culti-

vo cuyas condiciones de esterilidad no sean considerables, ya 

que son muy sensibles a la contaminaci6n, de ah! que el proc� 

dimiento de lavado y esterilizaci6n debe ser el adecuado. 

Este trabajo estableci6 adecuar un procedimiento de-

Zavado y eaterilizaci6n de frascos de pl6atico desechables p� 

26 



ra cultivar linfocitos humanos y reutilizarlos por más de una 

vea. 

Para esto se analizaron parámetros como prolifel•a--. 

cidn celular. viabilidad. induccidn blastdide. !ndice mitóti• 

co. calidad de la mitósis y morfolog!a de los linfocitos T. 

Los resultados demostraron que Zas células cultiva

das en los frascos de plástico desechables procesados y reu·t:!:_ 

liaados presentaron respeato a los cultivos en los frascos 

control. proliferacidn celular y viabilidad similares. as! co 

mo !ndice mitótico. calidad de la mitósis. inducción bZastói

de y morfolog!a sin diferencia significativa. Sin embargo. en 

los cultivos en frascos de cristal por medio del mencionado -

procedimiento se observó una considerable disminución en la -

proliferación aelular y la viabilidad; no as! en los frascos

de cristal lavados con una solución detergente comercial. 

Este procedimiento es adecuado para el lavado y es

terilización de frascos de plástico desechables para el culti 

vo de linfocitos humanos. y los resultados son similares a -

los reportados por otros investigadores por lo que probable-

mente también para algunos otros tipos de cultivo celulares. 
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Tab�a I 

ProZifera ci6n celular de cultivos de linfocitos en 

frascos lavados y esterilizados por diferentes p rocedimientos. 

Gr upos de 
Cultivo 

Fr•a a cos de 
p lástico nuevos 
(cont roZJ. 

Frascos de aria 
tal (hipoclori-
to de Na at 5%), 

Frascos de c ris 
tal lavados con 
Di na limpia. 

Fra s cos de ptás 
tico p rocesados 
y reuti Zizados. 

Cé�u�as/m�. (a) X 10
5 

O hrs. 48 hrs. 

61.80 64.25 + 1.768 

61.80 58.50 + 2.121 

61.80 63.50 + 1.414 

61.80 61.10 + 3.732 

72 hrs. 

65.20 + 0.424 

56.25 + 0.354 

64.55 + 1.344 

61.90 + 3.110 

(a) promedio + desviaoi6n estándar. 
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2 
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Ta b la II 

Viabilidad cel ulaP de cultivos de linfocitos en 

[Paseos Z avados y estePiZiaados poP difePentes pPocedimientos. 

Grupos de 
C ultivo 

Fr ascos de 
plástico nuevos 
(Contro Z). 

Frascos de cris 
tal (hipocZori-= 
to de Na aZ 5%). 

Frascos de cris 
ta Z Z av ado s con 
DinaZimpia 

Fr ascos de pZás 
tico procesados 
y PeutiZiaados. 

% de células viabZes/ml. (a) 

O hrs. 48 hrs. 72 hr>s. 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

65.1 + 4.60 68.8 + 1.10 

13.2 + 4.88 39.3 + 0.85 

52.8 + 1.06 61.4 + 0.78 

64.4 + 11.38 67.6 + 10.96 

( a) promedid + desviaci6n est�ndaP. 

¡;..:,, ... 
].. 

n 

2 

2 

2 
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Tab'lá III 

Indu cción b last ó i de de li nfoci tos cul tivados en f Pas�os 

lavadoa y estaPilizadoa poP di faPentes pPocedimientoa. 

Grupos de Cultivo Células bZastóides/100 céZs. no bZastóides. (a)n 

FPascos de 
pZástico nuevos 
( contPolJ 

FPascos de aPi s 
taZ (hipocZ oP{::: 
to de Na al 5%). 

FPascos de cPis 
ta Z lavaods con 
Di nalimpia. 

Frascos de plás 
tioo pPoaesados 
y reu ti lizados. 

70.5 + 7.78 

35.8 + 28.64 

58.5 + 0.71 

63.6 + 17.76 

( a )  Promedio + desviaci ó n  estándar. 
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!i: Tab'ta IV 

Indiae mit6tiao de Z infoa itos au Ztivados en [Pasaos 

Zavados y estePi Z izados por d iferentes proaedimientos. 

Grupos de 
CuZtivo Botones mitótiaos/100 a�ZuZas nuaZeadas. (a) 

Frasaos de 
pZástiao nuevos 1 0  + 1.41 
(aontroZJ 

Frascos de cr is 
ta Z (hipoaZor{-: S + 5.88 
to de Na aZ 5%). 

Frascos de aris 
tal lavados aon 9 + O 
Dinalimpia. 

Frasaos de p Zás 
tiao procesados 8.8 + 3.42 
y 1•euti Z izados. 

(a) promedio + de s viaai 6n estándal>. 

n 

2 

2 

2 

S 
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Fig. 1 MorfoZogta de Zinfoaitos humanos auZtivados en fras-

aos de pZástiao nuevos (aontroZ). Se observan dos bo 

tones de aromosomas dispersos, junto a otro botón de

aromosomas de una aéZuZa que aZ momento de apZiaar eZ 

inhibidor mitótiao se enaontraba en Za fase finaZ de

Za metafase (aromosomas pequeños). Las fZeahas indi

aan aéZuZas que sufrieron transformaaión bZastóide, -

se observan !ntegras y en buenas aondiaiones. La te

tra (a) indiaa una aéZuZa que permaneaió en estado de 

Zatenaia; notese eZ menor diámetro y Za mayor impreg

naaión deZ aoZorante. Giemsa 525 X. 



t . " 
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Fig. 2. - MorfoZog!a de Linfocitos humanos cuLtivados en fra� 

cos de pZástico procesados por eZ método de prueba. 

Se observan dos botones de cromosomas juntos; note

se que praatiaamente no se observa diferencia signf 
fiaativa en relaai6n a Zos autZivos en frascos nue

vos� en Za aaZidad de Za mit6sis (botones de aromo

somas). La fZeaha indica una aéZuZa que no sufri6� 
induaai6n bZast6ide. Giemsa 525 X. 
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