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RESÚMEN 

Con base en algunos trabajos previos sobre el estudio de la InteraCCión de un tejido vegetal 

Implantado en un hospedero animal, se decidió demostrar la sobrevida de células vegetales 

cultivadas in vitro de Galphimia gluca, injertadas en el parénquima cerebral de ratas, asi como 

comparar la sobrevlda de injertos provenientes de cultivos en cailo y de suspensión 

semanalmente durante cuatro semar:as. Estas células fueron irjertadas en condiciones de 

esterilidad dentro del parénquima cerebral de ratas mediante la práctica de una crareotomía a 

cada animal. Cada semana, la viabilidad celular fue demostrada tanto con la prueba de 

fluorescefna-propidio como con el recultivo de tejido implantado en un medio de cultivo sólido 

especial para Galphimia glauca. 

Los resultados demostraron sobrevida de las células en todos los tiempos y en ambos tipos de 

Implante estudiados; sin embargo, la morfología de las células fue diferente desde la primer 

semana y el tejido procedente del cultivo liquido, mostró evidencia de diferenciación celular a la 

tercera semana, lo cuál no fue observable en el Implante de callo a ningún tiempo de 

seguimiento. Por otro lado, parte del tejido implantado en callo, al ser recultivado en su medio 

de cultivo original mostró evidencia de crecimiento, no siendo el caso del implante de células 

disociadas, donde no se observó crecimiento. 

Se concluye que los tipos de implante utilizados aunque difieren en la morfología celular y en 

su capacidad para diferenciarse, ambos pueden sobrevivir dentro de un hospedero animal. 
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INTRODUCCIÓN 

El presente trabajo aborda una nueva línea de investigación, el trasplante de células vegetales en 

organismos animales, también llamados trasplantes Inter-regni. Tejidos cultivados de varias 

especies vegetales tales como Mimosa tenU/flora, Nicotiana tabacum, Zea mays y Galph/mia 

glauca se han injertado en diferentes órganos de rata, pudiéndose comprobar la sobrevida de las 

células dentro de un medio ambiente animal. 

La micropropagación ,de tejidos vegetales ha jugado un papel muy Importante en este tipo de 

procedimientos, ya que mediante ella se logra la producción de los llamados callos, ( conjuntos de 

células totipotenciales e Indiferenciadas en medios de cultivo propios de cada especie) que han 

sido usados en diferentes lineas de investigación, como lo es la producción de metabolitos de 

Importancia farmacológica que no han podido ser sintetizados químicamente, y que han sido 

estudiados desde el punto de vista biomédico y químico, La difícil germinación de algunas especies 

ha sido lograda mediante éstos métodos, los cuáles permiten además probar, cuál es el medio más 

adecuado para ello (Jenq-chuan Yang y cols; 1995), También se ha logrado la regeneración de 

algunas especies, tal es el caso de Eucalyptus camaldulensis, cuyos cultivos in vitre han logrado 

aumentar a los miembros de esta especie considerablemente (Shu-hwa Chang y cols; 1995), Esto 

es importante sobre todo al aplicarlo a especies en peligro de extinción. 

Dentro del conocimiento médico tradicional, las plantas han sido retomadas en el campo de la 

investigación, particularmente con fines terapéuticos 

En este trabajo se realizaron dos tipos de implante: a) células directamente del callo, y b) tejido 

vegetal disociado proveniente de un cultivo líquido. Ambos fueron injertados directamente en el 

parénquima cerebral de ratas comparándose la sobrevida en ambos casos. La planta elegida para 

este trabajo fue la especie Galphimia glauca, que presenta como uno de sus principios activos 

galphimina B, compuesto que recientemente se ha demostrado posee propiedades anticonvulsivas 

y sedantes. 



La interacción entre ambos reinos, muestra múltiples preguntas por resolver, entre ellas, hallar el 

conocimiento de la relación que pueden guardar ambos tipos de tejido. La posibilidad de 

sobrevlvencia del injerto en un medio aparentemente adverso abre líneas de investigación respecto 

a nutrición, mecanismos de tolerancia o de rechazo, producción de metabolitos activos, liberación 

de los mismos en el hospedero, la respuesta inflamatoria en contra del injerto, el aislamiento o la 

integración del injerto, la captación de los principios activos, y la determinación de los efectos 

benéficos o deletéreos que genera el mismo. 

Se ha visto que las asociaciones simbióticas entre organismos de diferentes reinos ya no es 

inusual, el mas remar.cable caso ya reportado es la aSOCiación simbiótica entre el molusco Elisya 

eh/orótica G .y los cloroplastos de el alga Vauqueria Marea C. Cuando el molusco se alimenta de 

esta alga todo el contenido es desechado excepto los cloro plastas, los cuales son engullidos 

fagociticamente en el interior de las células digestivas, y se ha visto que el molusco no solo 

distribuye estas células por su aparato digestivo (capa que está bajo la epidermis), sino también es 

capaz de capturar la energía solar y fijar el bióxido de carbono, y en algunos casos el resultado, 

son productos de carbón que pueden sostener al molusco por varías meses en' la ausencia de 

algas como fuente de alimento. (Rumpho y cols; 2000) 

En este trabajo sólo se plantea la sobrevida y la comparación entre dos diferentes tipos de 

implante, utilizando para ello individuos de diferente reino. 



ANTECEDENTES 

HISTORIA DE LOS TRASPLANTES 

Los trasplantes han existido en todas las culturas médicas, desde la antigua China, hasta la era 

moderna (Cuervas, 1994) Se sabe sin embargo, que a partir del siglo XVIII la medicina 

experimental inició estudios sistemáticos que llevaron a generar el conocimiento requerido, para 

que, casi doscientos años después, los trasplantes pudieran ser parte de la rutina del quehacer 

quirúrgico de numerosos hospitales en vanas partes del mundo (Degos.1994). 

El auto-trasplante de piel, es el trasplante mas antiguo del que se tenga noticia. ·Para finales del 

siglo XVIII se realizaron los primeros experimentos científicos de transplantes de tejidos, (con el 

propósito explícito de ensayar diversos métodos y técnicas para el mejor desarrollo de los mismos) 

pero fue hasta el siglo XIX, cuando se amplió el conocimiento sobre la función de algunas glándulas 

y el papel que la sangre jugaba como nutriente indispensable para el mantenimiento de la vida de 

los órganos (Cuervas, 1994). 

En los últimos decenios del siglo XIX los cirujanos buscaron perfeccionar la técnica de unión de 

vasos, pensando que si se lograba la adecuada Irrigación sanguínea del órgano transplantado su 

función podrla estar garantizada. A partir de aqul, surgieron los modelos pioneros de Carrel en 

clrugia experimental, que fueron utilizados posteriormente para hacer estudios de circulación, lo 

que permitió realizar mas tarde, observaciones sobre factores nerviosos y humorales en distintas 

funciones fisiológicas en organismos quirúrgicamente unidos (Degos,1994). 

A partir de entonces el desarrollo de la inmunologia y de la genética ha sido vertiginoso y todos los 

hallazgos en este campo de la ciencia han hecho comprender la respuesta inmunológica que se da 

en este tipo de procedimientos, lo cual ha permitido que los trasplantes sean una realidad práctica 

en varias especialidades de la medicina. Tal es el caso de la realización con éxito del primer 

trasplante de córnea por Zirm en 1905; del trasplante de corazón realizado por Bernard en 1967, y 
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del primer trasplante de hígado realizado por Starzl en 1963; por mencionar algunos ejemplos 

(Cuervas, 1994). 

TRASPLANTES EN EL SNC 

Por otra parte el sistema nervioso central (SNC) de algunas especies de animales ha sido sujeto a 

trasplantes de diversos tipos de tejidos o células para estudiar sobrevida, interacción injerto

hospedero y recuperación funcional de diversos tipos de lesión, inducidas experimentalmente. 

Thompson de la Universidad de Nueva York en 1890, fué el primero en realizar trasplantes al SNC 

en corteza cerebral de gatos adultos y perros; yen 1917 Elizabeth Dunn utilizó por primera vez 

tejido nervioso inmaduro al intercambiar fragmentos de corteza entre ratas de diez dias de vida, 

esto sirvió para establecer los lineamientos para la obtención y preparación de tejido para los 

trasplantes. ( Das, 1979; Wallace,1982). El tejido nervioso fetal ha mostrado una· gran capacidad 

de crecimiento, abundancia de factores tróficos, favoreciendo la reconexión de circuitos neuronales 

lesionados y la producción de neurotransmisores, pudiendo detener la progresión del daño y 

estimulando los mecanismos de reconstrucción neural en diferentes circuitos encefálicos tales 

como corteza cerebral, cerebelo, etc.(Bjorklund 1984, 1987). 

En humanos los trasplantes al cerebro han permitido recuperación funcional en enfermedades 

neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson (Lindvall, 1990; Madraza, 1987) La primera 

aplicación clínica de los trasplantes de tejido fetal al SNC se llevó a cabo en pacientes con esta 

enfermedad obteniéndose una mejoría considerable en los signos y síntomas de los pacientes 

estudiados (Madrazo, 1988 y 1991; Freed, 1992 y1999; Hitchocock, 1992; López-Lozano, 1999 ). 
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RESPUESTA INMUNE 

La Inmunidad supone generalmente una resistencia no solo a agentes infecciosos, sino también a 

partículas extrañas, toxinas, células vivas y al cáncer. El éxito del sistema inmune se basa en la 

capacidad de los organismos vivos para reconocer, por diferentes medios, las moléculas extrañas 

que carecen de relación con su propia estructura normal (Wesley, 1980). 

El sistema inmunitario consta de un componente específico y de otro inespecifico, cuyas funciones 

son distintas, pero se superponen Los sistemas inmunitarios humoral ( de anticuerpos) y mediado 

por células comportan especificidad y memoria de los antígenos con los que se ha puesto en 

contacto previamente. Las células fagocítlcas y las proteínas del complemento son, 

respectivamente, mecanismos celulares y factores humorales inespecíficos; no obstante, a pesar 

de su falta de especificidad, estos componentes son esenciales, ya que en gran medida son 

responsables de la inmunidad natural frente a una amplia gama de microorganismos ambientales 

(Lawlor, 1990). 

!NMUNOLOGIA DEL SNC 

Durante el desarrollo embrionario los vasos sanguineos del SNC adquieren una caracteristlca 

diferente a los del resto del organismo: se forma la barrera hematoencefálica (BHE) que impide a 

!as células del sistema inmunológico reconocer a muchos de los antígenos neurales 

(Lampson,1987). Dicho privilegio Inmunológico se ha atribuido al SNC por. 1. La existencia de la 

BHE que por las uniones fuertes existentes entre las células endoteliales y las prolongaciones 

astrocíticas impiden el paso de inmunoglobulinas, inmunomoduladores de gran tamaño y células 

inmunocompetentes en general ( Rapaport 1976). 2. El SNC carece de un drenaje linfático 

convencional por lo que, se supone, está impedido el transporte de los antígenos neurales a los 

órganos Ilnfoides. 3. En condiciones normales las células neurales ( neuronas y células gliales) 

aparentemente no expresan moléculas del Complejo Principal Histocompatibilidad (MHC) clase I y 

clase 11, de tal forma que, las células neurales en cierto modo quedan protegidas de la respuesta 

Inmunológica celular de tipo celular (Wekerle y cols. 1986). 
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Alternativamente el callo a causa de la diferenciación celular, puede originar un proceso de 

especialización celular, en el cual las células se dividen, y muchas de ellas llegan no sólo a crecer si 

no a ser mas complejas formando tejidos, órganos y hasta formar tejidos organizados y 

posteriormente la planta entera puede ser regenerada (Salisbury, 1994). Además esos callos 

pueden ser introducidos en un medio de cultivo líquido, que gracias a una agitación constante 

estas células logran dispersarse y forman un cultivo en suspensión. Cada célula es en teoría 

totipotencial y, también deben tener el potencial de sintetizar todos los compuestos asociados con 

la planta entera. (Payne, 1992). 

Todo esto tiene relevancia ya que se sabe que por lo menos la cuarta parte de los fármacos 

empleados hoy en los países industrializados proceden o se han modelado a partir de productos 

vegetales (Lozoya 1997 ). 

IMPLANTES VEGETALES 

No se sabe con certeza donde empezaron y cuándo tuvieron lugar los primeros injertos vegetales, 

ni que reflexiones u observaciones provocaron su aparición. Ya en el año 1000 a.C, los fenicios 

cultivaban árboles de fruta Injertados en sus huertas (Schmid , 1994). 

Hasta ahora los injertos vegetales han tenido aplicación e importancia sobre todo en el campo de 

la fruticultura, ya que se han implementado diferentes tipos de técnicas de injerto para mejorar los 

árboles del lugar que no satisfacen las condiciones requeridas. Los sistemas de injerto no sólo 

·sirven para cultivar y propagar variedades de valor, SinO que también ofrecen las posibilidades de 

evitar deficiencias en la calidad de los frutales (Scnmid, 1994). 

Es posible reconocer que ha existido una gran evolución científica, que se inicia con trasplantes de 

tejidos, para posteriormente desarrollar éstos a partir de órganos, y ahora en etapas mas recientes 
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dar la base para trabajar con células, tanto animales, (Brown 1974; August, 1968) como vegetales 

(Lozoya, 1995 (b)). 

Con estas bases se inició también el estudio de los implantes de células vegetales en animales. El 

primer trasplante de células vegetales en animales se realizó en 1993, el cuál consistió en implantar 

células vegetales indiferenciadas en tejido subcutáneo de ratas, utilizando para ello células de 

Mimosa teniuflora cultivadas in vitro. El objetivo de ese trabajo fue estudiar la sobrevida de dichas 

células en un lapso de 4 meses, lo cuál se logró de forma satisfactoria. Los estudios microscópicos 

del injerto mostraron que, en todos los casos, las células vegetales permanecieron vivas en el 

medio animal subcutáneo y durante las dos primeras semanas de realizado el Implante, el tejido 

vegetal fue rodeado por un número moderado de células polimorfonucleares y macrófagos, al 

tiempo que se observó la incipiente formación de una cápsula de fibroblastos que paulatinamente 

rodeó al implante vegetal subcutáneo. En los meses siguientes, además de observar una clara 

disminución de la reacción inflamatoria en la zona de contacto entre el tejido vegetal y el animal, se 

formaron trabéculas a través de las cuales se diferenciaron vasos sanguineos capilares que 

ingresaban al espacio intercelular del parénquima vegetal (Lozoya, 1995 (a)). 

Estos estudios han sido reproducidos varias veces con idénticos resultados y se ha logrado el 

transplante inter-regni con otras especies botánicas como son Galphimia glauca, Nicotiana tabacum 

y Zea mays (Lozoya, 1995 (b)). 

El mismo tejido fue llevado al parénquima cerebral de ratas, y a un mes de estudio, la reacción 

inflamatoria inespecifica observada desde la primera semana postrasplante fue similar a la descrita 

en el injerto subcutáneo. Consistió en células polimorfonucleares y macrófagos atacando al tejido 

implantado, principalmente en la periferia del implante, dejando el centro libre de infiltrado. 

Contrario a lo reportado en el implante subcutáneo, e~uvo ausente la formación de una cápsula de 

tejido conectivo. Estas observaciones permiten cuestionar si es el tipo de implante en callo lo que 

permite que las células centrales del mismo sobrevivan en el medio animal, dada su "protección" 

que les confieren las células periféricas. 
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PRUEBAS USADAS PARA LA DETERMINACiÓN DE VIABILIDAD VEGETAL 

Las pruebas que se han empleado hasta ahora para determinar la viabilidad del tejido vegetal 

implantado han sido, resiembra de éste en su medio de cultivo original, y prueba con diacetato de 

fluorescelna-propidio (Lozoya, 1995 (b), Widholm, 1972). Se han realizado, además, estudios 

histológicos para ver la zona de contacto entre el tejido vegetal y el animal y poder analizar la 

morfología celular presente en estas áreas. En estos trabajos se ha observado una correlación 

entre un estudio histológico que denota la presencia de células vegetales con un núcleo, membrana 

y pared íntegras, y un recultivo del tejido vegetal implantado que muestra una capacidad de 

recrecimiento en su medio de cultivo original y, al mismo tiempo, una prueba de viabilidad por 

fluorescencia positiva (Lozoya, 1995 (a); 1997). 
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ETNOBOT ÁNICA DE Galphimia glauca Cav 

Galphimia glauca Cav ,es un arbusto mexicano que pertenece a la familia Malpighiaceae, conocido 

comúnmente como "calderona amarilla", "flor estrella", "hierba del cuervo", "oJo de gallina", "hierba 

del desprecio", y "árnica roja". Se trata de un arbusto de 1-3 m. de altura, cuyas hojas son 

alargadas, ovales u oblongas, verdes en la parte superior y verde azuloso en la parte inferior, de 5 

cm de largo por 1.5 cm de ancho, con peciolos delgados, abruptamente puntiagudas en el ápice, 

angostas o truncas en la base y bordes enteros. Las inflorescencias surgen en forma de panículas, 

con pedicelos anchos .de pocas flores; raquis pubescente, con pelos rojo obscuros y glabros con el 

tiempo, los sépalos son oblongos o lanceolados de 3.5 mm de largo con corola amarilla y pétalos 

de 12 mm de largo; y los frutos son unas cápsulas de 4 cm de largo de color rojo escarlata con 

rugosidades.( Tortoriello 1991). 

Este arbusto es endémico de México, habita en climas semicálidos y templados entre los 920 y los 

2600 m snm. Crece principalmente en los estados de Guerrero, Michoacán, San Luis Potosí, 

Morelos, Chiapas y Sonora. Se distribuye en el campo asociado a la vegetación perturbada de 

bosques tropicales caducifolio y perennifolio, matorral xerófilo, bosques de encino y de pino y 

bosques de juníperos. (Argueta 1994). 

En Morelos es importante el uso de "árnica roja" para curar heridas y "granos". También se ocupa 

para "fortalecer la cintura", y para el caso de "entuerto" y "rasgaduras en el postparto", así como 

para "flujo o inflamación de la matriz". Algunos autores le han atribuído propiedades como 

antlrreumatico, antidiarreico, y antipalúdico (Argueta 1994). 

Aunque se carece de registros escritos actuales se sabe que las infusiones de las hojas de esta 

planta han sido usadas en medicina tradicional mexicana como un sedante y tranquilizante en 

algunos enfermos mentales. Para tales efectos los pobladores que colectan la planta, lo hacen al 

<lmanecer, evitando asi ser sorprendidos)' que la comunidad asuma, que en la familia del colector 

hay algún "loco que se necesite calmar" (Tortoriello, 1991). 

10 



FARMACOLOGíA DE Ga/phimia g/auca Cav (Malphigiaceae). 

Como se sabe que Ga/phimia g/auca Cav (M"lphighiaceae) es un arbusto usado en medicina 

tradicional para tratar desórdenes mentales, y 

considerándose que no había previos reportes que 

validaran las propiedades sed"tivas de este remedio 

herbal, Tortoriello en 1991 decide determinar el efecto de 

un extracto metanólico obtenido de las partes aéreas de o 

Ga/phimia g/auca Cav, y de ahí extrajo un compuesto al 

que le denominó Galphimina B, el cuál es un nor-

trlterpenoide (Tortoriello 1991). Ver figura 1. Fig.l 

2. 
Me 

También emplea varios modelos animales experimentales, y observa la capacidad de potenciar el 

efecto de un barbitúrico (pentobarbital sódico) al incrementar la duración del sueño en animales. 

Observa también que la temperatura del cólon fue modificada en animales que recibieron el 

extracto metanólico de Ga/phimia g/auca (MEGA) intraperitonealmente, y que el efecto hipotérmico 

producido por una dosis de 50 mg/100g fue estadísticamente significativo. Por otro lado, la actividad 

anticonvulsivante a 50 mg /100g produjo un incremento de latencia (38%) de las convulsiones 

Inducidas con estricnina, ( periodo que tardan en presentarse las convulsiones después de 

administrada la droga), lo que es considerado como una indicación de protección. A la misma dosis 

fue capaz de reducir en en un 30 % la latencia de convulsiones, y de reducir la mortalidad en un 40 

% en animales en quienes recibieron leptazol como inductor de convulsiones. (Tortoriello y Lozoya 

199; ). 

Todos estos resultados sugieren la evidencia de efectos sedativos producidos por MEGA en el 

Sistema Nervioso Central y que Ga/phimia g/auca tiene propiedades psicotrópicas. (Tortoriello y 

l.czoya 1991). Un último trabajo realizado con esta planta demuestra que galphimina B modifica la 

actividad eléctrica de neuronas del área tegmenta! ventral en neuronas de ratas. Esos resultados 

son Importantes, debido a que debe recordarse que esta área es el mayor centro dopaminérgico 
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responsable de la inervación de la corteza prefrontal, núcleos acumbens y la región entorinal, 

áreas que están involucradas con mecanismos de regulación de la excitación emocional y que; en 

este experimento mostraron que son blanco para la acción de la droga antipsicótica (Tortonello 

1998). 

De aquí surge la idea de emplear a esta planta como implante en el parénquima cerebral de ratas, 

ya que los resultados anteriores demuestran que galphimina B es una de las sustancias activas de 

Galphimla glauca Cavo con propiedades depresivas sobre el Sistema Nerviosos Central, y que el 

efecto antlconvulsivante y sedante del extracto metanólico puede ser debido a diferentes 

compuestos presentes en esta planta. (Tortoriello y Ortega 1993). 
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JUSTIFICACiÓN 

En el presente trabajo se pretende probar la sobrevida de un tejido vegetal modificado 

biotecnológicamente e injertado en un medio animal, en este caso, el parénquima cerebral de rata; 

además de observar las diferencias en sobrevida y diferenciación entre dos tipos de implante, el 

proveniente de cultivo en callo, yel de cultivo disociado. 

Cabe la posibilidad de plantear un diseño a futuro de realizar un transplante que funcione como bio

bomba de liberación de algún fármaco que implantado en determinada región del animal 

proporcione algún fin terapéutico. Galphimia glauca puede ser empleada en el tratamiento de 

algunas enfermedades mentales, dadas sus propiedades depresivas sobre el SNC en la actualidad 

ya identificadas. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

P~EGUNTA GENERAL 

1 ¿El implante de tejido vegetal de Galphimia glauca en callo o disociado será capaz de sobrevivir 

un mes en el parénquima cerebral de ratas? 
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PREGUNTA PARTICULAR 

2 ¿Será la sobrevida del implante en bloque Igual a la del disociado? 

HIPÓTESIS GENERAL 

HIPÓTESIS 1. "Si el tejido vegetal obtenido de un callo estéril y formado por células indiferenciadas 

(obtenidas en condiciones de crecimiento in vilro) , es capaz de sobrevivir por largo tiempo en 

hospederos animales, por lo tanto, se espera que el tejido de Galphimia glauca sobreviva en el 

parénquima cerebral de ratas durante un mes". 

HIPÓTESIS 2. "Si un implante de células disociadas está en mayor contacto con el medio animal 

que un implante en callo, entonces se espera que el implante en callo sobreviva mas que el de 

tejido disociado". 

OBJETIVO GENERAL 

1. Evaluar la sobrevida del injerto de Galphimia glauca en callo o disociado dentro del cerebro de 

rata, en el lapso de un mes. 
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PREGUNTA PARTICULAR 
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OBJETIVO PARTICULAR 

1.1 Evaluar y comparar la sobrevida entre un implante de células vegetales de Galphimia glauca 

en callo y uno de células disociadas, injertados en el parénquima cerebral de ratas. 

MATERIAL Y MÉTODO 

DISEÑO EXPERIMENTAL BIOMÉDICO 

MUESTRA 

Veinticuatro ratas Wistar machos adultas con peso de 200-250 9 

GRUPO EXPERIMENTAL Y TESTIGO 

Todos los animales se sometieron inicialmente a una craneotomía, tomando el dia de la operación, 

como día cero del seguimiento. 
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GRUPO EXPERIMENTAL. Las ratas fueron divididas en dos grupos. El grupo A, que lo 

conformaron 8 de las ratas con implante de tejido vegetal en callo, y el grupo B conformado por 

8 ratas a las que se les implantaron células disociadas de la misma especie vegetal 

GRUPO TESTIGO. Este grupo fue conformado por 8 ratas con las caracteristicas anteriormente 

expuestas, las cuales fueron implantadas con fragmentos de material utilizado para hemostasia 

(Método para cohibir el sangrado) denominado Gelfoam. 

TABLA 1 Distribución de ratas empleadas en cada fase del estudio. 

Semanas de Estudio Implante en callo Implante de Células Grupo testigo 

Disociadas (Gelfoam) 

1 2 ( F/R ) 2 ( F/R ) 2 

2 2 ( F/R ) 2 ( F/R ) 2 

3 2 ( F/R ) 2 ( F/R) 2 

4 2 ( F/R ) 2( F/R ) 2 

.. 
Total 8 8 8 

NOTA: F/R=Fluoresceina y recultivo. 
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ETAPAS DEL ESTUDIO 

El diseño del estudio se efectuó en dos etapas. La primera correspondió a la estandarización de la 

técnica para implantar el tejido vegetal disociado, y la segunda en la cuál se aplicó la maniobra 

experimental propuesta. 

PROCEDIMIENTOS GENERALES 

OBTENCiÓN Y PREPARACiÓN DEL TEJIDO VEGETAL A IMPLANTAR. 

El tejido vegetal usado para transplante se obtuvo de Galphimia glauca, el cual fué sometido a 

manipulación biotecnológica, tanto en el caso de calio, como de tejido disociado; este 

procedimiento consiste en cultivar explantes derivados de hipocótilos de la planta en un medio de 

cultivo aséptico tanto sólido como liquido, suplementado con factores reguladores del crecimiento. 

Se usó para la preparación de un litro de medio de cultivo, 30 gr. de sacarosa, 100 mI. de solución 

inorgánica, 10 mI. de solución orgánica (ver apéndice A), y 2 mg de ácido 2,4 diclorofenoxiacético. 

Todo esto fue aforado a un litro con agua desionizada, adicionando para el caso de medio sólido, 6 

gr. de agar por litro. Los cultivos se mantuvieron en Incubación a 28° C con un fotoperiodo diario 

de 16 hrs., y el tejido fue subcultivado en medio fresco cada 15 dlas. Este método permitió que las 

plantas diferenciadas pudieran transformarse en células totipotenciales indiferenciadas 

(Murashlge,1974). El tejido en callo se extrajo del medio de cultivo sólido y se pesó bajo la 

campana de flujo laminar para evitar la contaminación del mismo. Posteriormente se colocó en 

tubos Ependorff estériles ( 40-60 mg ) para su transporte al area operatoria. 

17 



----- ----- - ------- -----

ETAPAS DEL ESTUDIO 

El diseño del estudio se efectuó en dos etapas. La primera correspondió a la estandarización de la 

técnica para implantar el tejido vegetal disociado, y la segunda en la cuál se aplicó la maniobra 

experimental propuesta. 

PROCEDIMIENTOS GENERALES 

OBTENCiÓN Y PREPARACiÓN DEL TEJIDO VEGETAL A IMPLANTAR. 

El tejido vegetal usado para transplante se obtuvo de Galphimia glauca, el cual fué sometido a 

manipulación biotecnológica, tanto en el caso de callo, como de tejido disociado; este 

procedimiento consiste en cultivar explantes derivados de hipocótilos de la planta en un medio de 

cultivo aséptico tanto sólido como liquido, suplementado con factores reguladores del crecimiento. 

Se usó para la preparación de un litro de medio de cultivo, 30 gr. de sacarosa, 100 mI. de solución 

Inorgánica, 10 mI. de solución orgánica (ver apéndice A), y 2 mg de ácido 2,4 diclorofenoxiacético. 

Todo esto fue aforado a un litro con agua desionizada, adicionando para el caso de medio sólido, 6 

gr. de agar por litro. Los cultivos se mantuvieron en incubación a 28° C con un fotoperíodo diario 

de 16 hrs., y el tejido fue subcultivado en medio fresco cada 15 dras. Este método permitió que las 

plantas diferenciadas pudieran transformarse e~ células totipotenciales indiferenciadas 

(Murashige,1974). El tejido en callo se extrajo del medio de cultivo sólido yse pesó bajo la 

campana de flujo laminar para evitar la contaminación del mismo. Posteriormente se colocó en 

tubos Ependorff estériles ( 40-60 mg ) para su transporte al area operatoria. 

17 



El implante de tejido vegetal disociado fue aisladQ del medio de cultivo liquido mediante una 

jeringa de 3 ce, el paquete celular fue colocado en tubos Ependorff estériles y posteriormente con 

ayuda de una jennga de 5cc y una aguja de 20 mm, las células fueron lavadas y disociadas con 

solución isotónica de Hank's (Ver apéndice B) Ya limpio el paquete celular del medio de cultivo, se 

colocó en tubos Ependorff estériles previamente pesados, Se injertaron 100 microlitros de tejido 

vegetal, ( el equivalente en peso a lo implantado en callo), 

MÉTODO DE ANESTESIA 

Se utilizó una mezcla de clorhidrato de Ketamina (75 mg/Kg), e hidrocloruro de xilaclna (12,5 

mg/Kg) vía Intramuscular, para anestesiar a los animales, ya sea para procedimientos quirúrgicos 

(craneotomías y/o el transplante de tejido vegetal) o para su sacrificio, 

TÉCNICA QUIRÚRGICA: CRANEOTOMíA 

Bajo efecto de la anestesia previamente descrita, se procedió a practicar a los animales una 

tricotomía de la cabeza y seguido de una asepsia con isodine se colocaron los campos estériles 

para delimitar el área a operar, Todos los procedimientos quirúrgicos se realizaron con material e 

instrumental de microcirugia estériles y en condiciones estrictas de asepSia, Se practicó una 

incisión en la piel, seguida de una disección del epicráneo con ayuda de unas tijeras y una hoja de 

bisturl del No, 20; teniendo ya expuesto el cráneo se procedió a realizar con ayuda de un 

microscopio estereoscópico, un taladro y unas pinzas 2A dos craniectomlas de 5 mm de diámetro 

cada una, a ambos lados de la línea media y equidistante a la sutura coronal ( área premotora), 
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todo esto teniendo cuidado de no manipular las meninges ni dañar el tejido encefálico. 

Posteriormente; la duramadre se abrió parasagita!mente 4 mm de longitud rasgándola levemente 

con el bisel de una aguja N° 25, Y se realizó una corticotomla de 3 mm de longitud con ayuda de 

tijeras de microcirugía, procurando hacerla entre dos venas de grueso tamaño, las cuales se 

preservaron (Ver Fig. 2 Y 3). 

Cordón 
espinal 

Arbol vital 

Cuerpo pineal 
Cuadrigémino 

J>splenium 
Hemisferio cerebral 

Lóbulo olfatorio 

media 

Quiasma óptico comisura aillene)r 

Fig. 2 Esquema del cerebro de rata con sus estructuras. 
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Implantes 
vegetales 

A/P -5.34 MM 
5 10 

Fig 3.Localización de los implantes en el parénquima cerebral en un corte transversal del cerebro de rata 

IMPLANTE DE TEJIDO VEGETAL 

al CÉLULAS EN CALLO 

Se tomó un fragmento de tejido directamente del interior del cultivo, de la porción exterior y basal 

de coloración verde, éste fue clocado en un tubo Ependorff esténl previamente pesado, para que 

posteriormente restando el peso final se pudiera saber el peso de el injerto. 

El tejido que tiene condiciones de esterilidad con peso aproximado de 40-60 mg. se introdujo al 

parénquima cerebral a través de la corticotomia previamente descrita y con ayuda de unas pinzas 

AA. Finalmente los animales fueron suturados e inyectados con penicilina antes de que acabara el 

efecto anestésico. 
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b) CÉLULAS DISOCIADAS 

Las células vegetales de cultivo líquido fueron tomadas con una jeringa de 5 cc y transferidas a 

tubos Ependorff dentro de un área estéril (campana de flujo laminar), para su posterior transporte al 

área operatoria. Estas células fueron lavadas y disociadas con solución isotónica y tomadas con 

una microjeringa ( 100 microlitros, equivalentes en peso a lo Implantado en callo), para ser 

colocada en el equipo de estereotaxia. 

Con la rata en posición de decúbito ventral y previa asepsia y colocación de campos estériles, se 

procedió a realizar la craneotomia. Posteriormente los animales fueron colocados en un equipo de 

estereotaxia en donde, con ayuda del mismo aparato, la cabeza de la rata fue fijada para implantar 

las células vegetales disociadas, inyectándolas a través de una punta de pipeta desprovista de su 

ápice, cuyo diámetro externo coincidia con el de la corticotomia la cuál se introdujo 2 mm a partir 

de la corteza cerebral para finalmente inyectar las células vegetales disociadas en 300 microlitros 

de solución de HanK's, después de lo cuál se retiró la punta de la pipeta junto con la jeringa, para 

finalmente cerrar la incisión quirúrgica. 

c) GELFOAM 

Al grupo testigo, se le realizó la craneotomia y la corticotomia de la misma manera que para los 

grupos experimentales, pero aplicando un volúmen similar de Gelfoam estéril en cada hemisferio 

como fue mencionado anteriormente, con ayuda de pinzas de microcirugia. 

Posterior a la cirugia se suturaron las incisiones realizadas en la piel con puntos simples de 

derrnalón 5 ceros y se les aplicó una dosis de ';20,000 UI de penicilina benzatínica (0.05 m1/O.05 

Kg) por via intramuscular, para prevenir infecciones. 
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CUIDADOS POSTOPERATORIOS 

Al final de la cirugía los animales se introdujeron en una jaula con aserrín estéril previamente 

identificada y colocada con alimento yagua, en una unidad de cuidados intensivos para animales 

pequeños con temperatura controlada a 25 grados centígrados por 24 hrs. Una vez recuperadas de 

la cirugía se colocaron en un cuarto de bioterio con temperatura y luz controlada apto para estos 

animales. Todas las ratas incluídas en el proyecto recibieron el mismo tipo de alimentación y 

cuidados generales Los animales que dieron indiCIO de infección a nivel de la herida quirúrgica 

fueron sacrificados y sustituídos por otros 

El tiempo de sacrificio, la prueba de recultlvo y la prueba de fluoresceína-propidio se realizaron 

1,2,3 Y 4 semanas post-implante. Para el sacrificio, las ratas se anestesiaron como se describió 

para la cirugia. 

DETERMINACiÓN DE VIABILIDAD VEGETAL 

PRUEBA DE FLUORESCEINA PROPIDIO. 

La prueba de fluorescelna-propidio fue aplicada al tejido vegetal antes de ser injertado, Esta 

prueba Incluye el uso de diacetato de fluoresceína y yoduro de propldio, y evalúa la actividad de las 

esterasas de membrana, característica de las células vegetales vivas, el diacetato de fluoresceína 

es una molécula no polar que entra a las células vivas, donde los residuos de acetato se pegan a 

las esterasas y cuando se acumulan estas moléculas fluorescen, estas enzimas conforman la 

maquinaria bioqulmica de la célula viva, y por lo tanto se usa como testiga de la viabilidad del 

tejido vegetal. (Lozoya (a) 1995', Widholm 1972). 

Antes de cada cirugia una muestra del tejido a implantar fue lavada con PBS y colocada en un 

portaobjetos para aplicarle solución de fluoresceina al 2% y de yoduro de propidio al 4%, (Ver 
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apéndice C) para ser observada después de 2 mino bajo el microscopio de luz UV y tomar 

fotografías. 

Para la determinación de ésta variable, los animales en estudio se anestesiaron como se describió 

previamente después de haber transcurrido 1,2,3, Y 4 semanas del transplante. En todos los casos 

y bajo asepsia-antisepsia, se reabrió la cicatriz quirúrgica hasta identificarse la zona del injerto, 

obteniéndose fragmentos del mismo. Los fragmentos del injerto inmediatamente después se 

lavaron con PBS (siglas en inglés de una solución amortiguadora de fosfatos, ver apéndice B), y 

fueron colocados en portaobjetos, para aplicarles el procedimiento anteriormente descrito y tomar 

fotografías. El animal se sacrificó con una sobredosis de éter después de la obtención del injerto. 

RECULTIVO 

En el caso de los animales destinados a la realización de los recultivos, 5 minutos antes del 

sacrificio, se les aplicó una dosis intraperitoneal de 1000 UI de heparina, para posteriormente 

practicarles una toracotomía amplia y canulación de la aorta a través del ventrículo izquierdo. 

Inicialmente se les perfundieron 50 mi de solución salina isotónica, para lavar los residuos 

sanguíneos con ayuda de una bomba de perfusión, a una velocidad de 30 ml/min simulando el 

gasto cardiaco El injerto fue extra ido inmediatamente previa asepsia del área operatoria con 

Isodlne (iodopolivinilpirrolidona), yen un área estéril dada por dos mecheros, con los cuáles fueron 

flameados los frascos que contenían el medio de cultivo en gel original. Una vez extraído el 

implante, éste fue limpiado de !odo material extra, y lavado con solución isotónica estéril, para 

posteriormente ser sembrado en el medio de cultivo. Se realizaron recultivos del injerto, cada 15 

dias, es decir, colocando fragmentos de éste en medio de cultivo nuevo para evaluar su capacidad 

de mantener su crecimiento en cada caso. 



RESULTADOS 

ESTUDIO DE FLUORESCEíNA-PROPIDlO 

Las células antes de ser injertadas dieron una coloración verde- amarillenta intensa, después de 

aplicar la prueba de fiuoresceína-propidio, esta coloración se volvió a presentar al evaluar las 

células del Implante, asi mismo, esta reacción se dio en las cuatro semanas de estudio en ambos 

casos, en las células de callo y en las disociadas; esto 10S indica que las célula;:; lograron sobrevivir 

durante un mes de estudio, ya que esta coloración es una caracteristica de las células vivas. Se 

empleó el microscopio de fluorescencia para poder evaluar esta prueba y al observar las células 

mostraban su membrana y pared íntegras, además de poder observar también los pigmentos que 

son característicos en las células de esta especie. A continuación se presentan las fotografías que 

fueron tomadas. 
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Foto 1.- Fotomicrografra de células de Galphimia glauca en callo antes de ser injertadas, en donde se 

observan las celulas fiuorescentes como indicio de su viabilidad. Técnica de fluoresceína-propidio. (10x). 

Foto 2.- Fotomicrografia de células de Galphimia glauca en callo una semana después de haber sido 

implantadas, en donde se observan las células fiuorescentes como indicio de su viabilidad Técnica de 

Fluoresceína-propidio ( 10 x). 
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Foto 3.- Fotomicrografía que muestra la molfologra típica de una célula de GaJphimía glauca de callo. Se 

observa ta membrana (M) y paréd (P) íntegras una semana desp.ués de haber sido implantadas en el 

parénquima cerebral de rata. Técnica de Fluorescélna-propidio (40X). 

Foto 4.- Fotomicrograffa de Células de Galphimia glauca en callo después de una semana de haber sido 

implantadas, en donde se observan las células fuorescentes como indicio de su viabilidad. Técnica de 

Fluorescefna-propidio ( 10 x). 
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Foto 5.- Fotomicrografia de células de Galphimia glauca en callo después de dos semanas de haber sido 

implatadas, en donde se observa las células fluorescentes como indicio de su viabilidad. Técnica 

Fluoresceina-propidio (10 x). 

Foto 6.- Fotomicrografia que da un acercamiento de las células de Galphimia glauca en callo viables con sus 

pigmentos (P), a 2 semanas postimplante. Técnica de Fluoresceína-propidio (40x). 



Foto 7- Fotomicrografía que muestra las células de Galphimia glauca en callo viables a 3 semanas de haber 

sido Implantadas en el parénquima cerebral de ratas. Técnica de Fluoresceina-propidio (10x). 

Foto 8-Acercamento de las células anteriormente citadas en donde se observa en color amarillo los pigmentos 

celulares (40 x). 



Foto 9-Fotomicrograffa que muestra células viables de callo de Ga/phimia glauca a 4 semanas de haber sido 

implantadas. Se observa pared (P), Membrana (M), '1 pigmentos {PI ).Técnica de Fluorescelna-propidio (40 xl· 

Foto 10 Fotomicrografla de células de cultillO disociado de G81phimia g/8uca a una semana de haberse 

implantadc en cerebro de ratas, en donde se observan células fluorescentes como indicio de $U viabilidad. 

Técnica Fluorescefna-propidio (10x). 
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Foto 11- Acercamiento de la fotografia anteriormente citada. Nótese que la morfologia celular es diferente a la 

de las células en callo (40x) (Ver foto 9). 

Foto 12- Fotomicrografia de células disociadas de Galphimla glauca a 3 semanas de haber sido implantadas 

en cerebro de rata en donde se observa viabilidad Y ya hay diferenciación celular a elementos de vaso. 

Técnica de Fluoresceina-propidio (10x). 
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Foto 13- Acercamiento de la foto anterior en donde se puede observar con mas detalle la diferenciación a 

elementos de vaso de [as células implantadas a 3 semanas de estudio. Técnica de Fluoresceína-propidio 

(40x). 

Foto 14- Fotomicrografía que muestra la viabilidad y la diferenciación celular del implante de células 

disociadas de Galphimia glauca implantadas a 4 semanas de estudio. Técnica de Fluoresceina-propidio 

(40x). 
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RECULTIVO 

En los 3 frascos de recultivo de los implantes de tejido en callo correspondientes a las segunda, 

tercera y cuarta semanas de estudio se observó un crecimiento lento, pero hubo crecimiento en 

todos los casos; no siendo así para el tejido disociado, en el cuál sólo se obtuvo poco tejido al 

reoperar en la tercera y cuarta semana de estudio en donde en ninguno de los dos casos se 

observó crecimiento del fragmento recultivado. 

Foto 15- Recultivo de implante en callo de Galphimia glauca a la cuarta semana de estudio; 4 meses después 

de haber sido recultivado, en donde se observa crecimiento del tejido (T). 
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DISCUSiÓN 

Es difícil establecer una discusión en un campo por demás virgen, en donde sólo existen algunas 

publicaciones que describen la interacción entre el tejido vegetal Injertado y el hospedero animal en 

otras regiones, y ninguna en donde se explore el implante de Galphimia glauca Intracerebral La 

asociación de ambos paradigmas sólo se refiere a un trabajo aún no publicado.en donde participó 

el asesor de tesis. 

El punto de comparación sin embargo, es el trabajo publicado por Lozoya y cols. en 1995 quienes 

injertaron células vegetales indiferenciadas provenientes de callos de Mimosa tenuif/ora, las que 

sobrevivieron durante 4 meses en el tejido subcutáneo de ratas adultas. Estos autores, basaron 

sus observaciones en pruebas de viabilidad celular y en estudios histológicos. En el primer caso, la 

propiedad de reaccionar al diacetato de fluoresceina y yoduro de propidio por las células de planta, 

confirmaron la sobrevida durante todo el seguimiento De la misma manera, en el presente trabajo 

se observó sobrevida de las células vegetales injertadas, utilizando las mismas pruebas de 

viabilidad celular, durante un mes de seguimiento En ambos casos, para sobrevivir, 

aparentemente éstas células fueron capaces de adqUirir sus nutrientes del medio que las rodeaba 

(Osuna 1994, Villarreal1991, 1993). 

Por otra parte, los animales operados con Gelfoam, asi como los implantados con células 

vegetales, lograron sobrevivir sin modificación alguna en el tiempo de estudio. 

En el presente trabajo se realizaron dos tipos de implante, uno proveniente de callo y otro de tejido 

vegetal disociad.o, las cuales sobrevivieron aunque con caracterlsticas diferentes. Al observar lOS 

especimenes con microscopio de fluorescencia, las células mostraron morfologia diferente. Las 
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Provenientes del implante de callo tuvieron forma globular a diferencia de las provenientes de 

cultivo liquido que fueron de forma alargada. Con el transcurso del tiempo las pnmeras 

prácticamente no cambiaron su morfologia, mientras que las segundas empezaron a diferenciarse 

a partir de la tercera semana de seguimiento, lo que puede ser secundario a las diferencias 

existentes entre ambos tipos de cultivo. Los de células vegetales en suspensión están 

conformados por células autónomas, las cuáles están dispersas uniformemente en el medio, y 

tienen la capacidad de crecer más que en el callo, ya que se encuentran sumergidas en el medio 

nutritivo Consecuentemente estos cultivos son fisiológicamente mas homogéneos (y por lo tanto 

potencialmente mas controlables) que el cultivo SÓlido, y esto ofrece ventajas para la producción de 

bioquimicos vegetales (Payne G y col, 1992 ). Las células provenientes de cultivo en suspensión 

se diferenciaron mas rápidamente que las de callo, ya que con la excepción de cultivos 

oncogenétlcos, todos los cultivos vegetales requieren la adición de fitoreguladores al medio para 

un consistente crecimiento por división celular; y se sabe que una diferenciación o morfogénesis 

celular es usualmente inducida por una baja concentracción de auxinas, o por una depleción en 

las sustancias involucradas en el crecimiento (Mantell y Smith 1986); así, al encontrarse en un 

medio carente de fltoreguladores, como lo es el parénquima cerebral, se vieron limitadas 

rápidamente de su medio nutritivo. y por lo tanto en su división celular, cesando el crecimiento 

exponencial, para pasar a la fase de desaceleración o estacionana, que generalmente conduce a 

la blosíntesls de metabolitos secundarios, a su acumulación y a un cambio inminente en su 

morfología. (Mantell y Smith, 1986) A diferencia de lo anterior, las células de callo, aunque 

lograron sobrevivir el mismo tiempo, no se diferenciaron en el medio ambiente animal Esto puede 

deberse a la heterogeneidad de este tiPO de cultiVO, ya que, en un mismo callo al evaluarse en un 

tiempo específico, muestra diferencias en color, morfología, estructura, crecimiento y metabolismo; 

además, el callo crece en base a un gradiente de nutrientes que se forma entre las células que lo 

estructuran y la superficie del medio nutntivo. Esto hace que transcurra mas tiempo para que las 

células del callo puedan nutnrse por gradiente, manteniéndose más tiempo indiferenciadas (Payne 



G 1992). Cabe aclarar que al inmovilizar células en cultivo en callo se dan cambios de tipo 

metabólico, mas nunca físico como sucedió en este caso (Buitelar RY, Tramper J 1992). 

En el caso del tejido proveniente de cultivo líqUido, la cantidad fue suficiente para las pruebas de 

fluorescencia positivas (todos los casos), pero no para recultivo positivo. En el caso del tejido 

proveniente del tejido en callo, la cantidad fue suficiente para las pruebas de fluorescencia 

. positivas (todos los casos) y parcialmente para el recultivo positivo (3 casos) Se sabe que para 

tener un cultivo exitoso debe sembrarse un inóculo adecuado por lo que en ambos casos la falla 

del recultlvo positivo pudo deberse a la cantidad insuficiente de tejido obtenido para tal fin. Sin 

embargo, en el primer caso puede deberse además, a que las células no se recultivaron en el 

medio original a diferencia de las provenientes de callo que si lograron recrecer. 
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CONCLUSIONES 

1.- Tanto el implante de células provenientes de callo como que el proveniente de células 

disociadas de Galphimia glauca lograron sobrevivir durante un mes en el parénquima cerebral de 

ratas. 

2.- El implantede.céluJRSEloga]to PE!rmite obtener mayor cantidad de tejido para recultivo que el 

implante de células disociadas 

3.- El implantre de células disociadas tiene una mayor capacidad de diferenciación dentro del 

medio animal. 

PERSPECTIVAS DE INVESTIGACiÓN 

Se propone que en futuros experimentos se Incremente el número de animales Injertados, se 

aumente la cantidad de tejido injertado y obtenido para recultivo, y en el caso del tejido proveniente 

de cultivo en suspensión, el recultivo deberá hacerse en su medio original Además, la evaluación 

histológica podrá complementar los resultados de viabilidad anteriormente propuestos. Queda 

abierto este campo de investigación, para otro tipO de estudios acerca de todos los 

cuestlonamientos que surgen sobre la interacción celular planta-animal. 
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APÉNDICE A 

PREPARACiÓN DE SOLUCIONES 

SOLUCiÓN ORGANICA 

Solución stock mg/l 

Myoinositol 100 mg/l 

Tiamina 50 mg/l 

Piridoxina 50 mg/l 

Ac. Nicotinico 10 mg/l 

SOLUCiÓN INORGÁNICA 

Solución stock mgll 

Nitrato de amonio 16500 

Ac Bórico 63 

Cloruro de calcio 4400 

Cloruro de cobalto 0.25 

Sulfato cúprico 0.25 

Sulfato ferroso 278 

Sulfato de magnesio 169 

Yoduro de Potasio 8.3 

Nitrato de potasio 19000 

Fosfato de potasio 1700 

Sal sódica de etilen dinitril 

tetracetato 373 

Molibdato de sodio 2.5 

Súlfato de Zinc 86 
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APÉNDICE B 

SOLUCION DE HANK'S 

Solución stock gil 

Cloruro de potasio 0.4 

Fosfato de sodio anhidro 006 

Cloruro de sodio 8.00 

Fosfato de sodio dibásico anhidro 0.04788 

Glucosa 1.0 

Rojo fenol 011 

Bicarbonato de sodio 0.38 

Nota:Usar agua desionizada y ajustar el pH a 7.4 

SOLUCiÓN AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS) 

Cloruro de Sodio 

Fosfato dibásico de sodio 

Fosfato monobásico de sodio 

8.7 gil 

2.4 gil 

0.4 gl 

Nota: Aforar a un litro estas cantidades y ajustar el pH a 7.4 
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APÉNDICE C 

PREPARACiÓN DE FLUORESCEíNA STOCK 

10 Mg Fluoresceína --------------------------- 2 mI. acetona 

PREPARACiÓN DE SOLUCiÓN DE FLUORESCEiNA 

Mezclar en un frasco oscuro: 

5 mI. ... ...... . ..................... agua desionlzada 

0.1 mi ............... fluoresceína stock 

Duración 10 mino 

PREPARACiÓN DE YODURO DE PROPIDIO 

50 ml. .. 

0.1 mg 

................. PBS 

. .................. yoduro de propidio 

SOLUCiÓN DE TRABAJO: 

Mezclar en un frasco pequeño: 

2ml ------------------------------ PBS 

0.5 m! .... .................. de solución anterior de yoduro de propidio 
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