11

EMPLEO DEL AGUA DE COCO (Cocos nucifera L.)

EN EL CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS
PARA PREPARACIONES CROMOSOMICAS

José Humberto Jiménez M.
Departamento de Biologia
Universidad del Valle

Resumen

Se presentan los resultados conseguidos con la sustitucion parcial y total del
suero fetal bavino (SFB) por agua de coco viche y agua de coco maduro en el
cultivo de linfocitos de sangre periférica humana para la obtencién de prepara
ciones cromosémicas. Se cultivé sangre total de tres pacientes de buena salud,
dos de sexo femenino y uno de sexo masculino con edades de 20, 21 y 25 anos
respectivamente. Los cultivos se efectuaron segin la técnica de (Moorhead y
Col.)?? y de cada uno de ellos se hicieron 3 repeticiones, 10 caal nuplicd un total
de 27 ensayos, siendo ademas el suero fetal bovine gradativamente sustituido
por agua de coco viche y agua de coco maduro. Se efectuaron 5 experimentos
complementarios para agua de coco viche y agua de coco maduro y experimen-
tos controles para cada caso. Los resultados obtenidos con la suatitucién parcial
del suero fetal bovino a concentraciones de 0.50 cc.; 1.00 cc.; 1.50 cc., y atin la
sustitucidn total del misimo, aunque con indice mitélico mis bajo, pueden ser
recomendadas como alternativas cxpenimentales para la obtencién de prepara-

ciones cromosémicas de linfocitos de sangre periférica humana.
Abstract

Results are presented for partial and total substitution of bovine fetal serum
(B1°S) by liquid from ineatwe and mwature coconuts in the culture of haman

peripheral blood lymphocytes for obtaining chromosamal preparations Tutal
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blood from three patients in good health (two females and one male, 20, 21 and
25 years of age respectively) was cultured. Cultures were carried outl using the
technigue of (Moorhead et al )23, thiee repetitions were made of each cnltive (a
total of 27 trials), substituting liquid from inmature and mature coconuts for
bovine fetal serum in different proportions. Five complementary experiments
were carried out, with control experiments, for liquid from inmature and mature
coconuts. Results obtained by partial substitution of fetal calf serum by liquid
from inmature coconuls al voncentrations of 0.50 ce; 1.00 co; 1.50 co., and hy
taotal substitution (Although with a lower mitotic index), can be recommended as
experimental options for obtaining chromosomal preparations from lymphocytes

of human peripheral blood.

Introduccién

Desde finales del siglo XIX el agua de coco, fluido nutriente que bana a un
embrién inmaduro!, ha sido empleado como un excelente medio de cultivo
para bacterias?; para hongos fitopatégenos, micodermas y bacteroides™;
como liquido mounofasico en el cultivo de tripanosomas”; en cultivos de em-
briones y tejidos vegetales® 7 &S0 1112131415, oy 14 preparacién de un susti-
tuto de la leche de vacal®; para estndiar sn efecto en el desarrollo de células
sarcomatosas en el ratén'”; para analizar los cambios electroliticos en san-
gre y orina de perros durante su administracién en forma de infusién!®;
su empleo en medicina en ¢l tratamiento del colera pediatrico'™; en la re-
hidratacién oral de ninos con diarrea®’ y como una solucién electrolitica
oral?'. En el campo del cultivo de células animales su empleo dnicamente
se ha dado como mna tentaliva de usar este flnido como suplemento de di
chos medios para mantener viva pero no en crecimiento una linea celular

de rifién humano??,

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos al sustituir grada-
tivamente hasta su reemplazo total el SE£' 8 por agua de coco viche y agua
de coco maduro en el cultivo de linfocitos hnmanos para preparaciones
cromosémicas, como una bisqueda de alternativas tendientes a reducir o
suprimir la dependencia del empleo del SF B exdgeno, que con resulta-
dos prometedores no sélo introduce cambios sustanciales en la metodologia
tradicional, sino que disminuye ostensiblemente los costos de la misma.

Materiales y Métodos

Agua de coco viche: Con la ayuda de una jeringa estéril se ohtuvieron
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120 ce. de un fruto con epicarpio de color verde claro, los cuales fueron
filtrados por millipure de 0.22p, a una temperalura de 28" (.

Agua de coco maduro: De la misma manera fueron obtenidos 70
cc. de un fruto con epicarpio pardo oscuro, los cuales se pasaron primero
por tela de gasa y después esterilizados por filtro millipore de 0.224. a una
temperatura de 28° (.

Para ser utilizados en los cultivos, ambos fluidos se llevaron a un pfi
entre 7.2 7.4 con bicarbonato de sodio estéril y se mantuvieron congelados.

Cultivo de linfocitos: Se cultivé sangre total de tres personas de
buena salud, dos de sexo femenino de 20 y 21 afios respectivamente y una
de sexo masculino de 25 afios segiin el método de (Moorhead y Col.)??
con las siguientes modificaciones. TC 199-1X Difco, pfl 7.2 7.4, 8 cc;
fitohemaglutininia (PHA) P Difco 0.3 cc. de nna solucidn 1.2 con agua
destilada estéril; SFB Difco 2 cc. y 0.4 ce.de sangre tolal heparinizada
para los controles (Tabla 1:1).

En cada paciente el SFB fue gradalivamente sustiluido por agna de
coco viche y agua de coco maduro (Tabla 1:2-9). De cada uno de estos
tratamientos se hicieron repeticiones, lo cual implicd un total de 27 ensayos.
Se efectuaron ademas 5 experimentos complementarios para agna de coco
viche y agua de coco maduro (Tabla 2:10-14).

Los cultivos eron mantenidos 72 horas a 37°C" y tratados con 0.15u
grs. de colchicina por 10 cms. de medio durante la dltima hora. Fl indice

mitético (M) se determind identificando interfases, profases y metafases en

profase + metafase
100 '

El disefio estadistico empleado en el estudio de los experimentos, co-
rresponde al Analisis de Varianza?4:2%:26

una poblacion de 1.000 células para cada caso I M =

Resultados

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos se presentan en la Tabla
3, relievdndose el hecho de que con el uso del agua de coco viche se consiguié
un anmento de los M, respecto alos TM alcanzados con el empleo del agua
de coco maduro,

También se puede ver, que la respuesta mitogénica en términos de I M,
es la misma cuando solamente se emplea S F B, que cuando se usa 0.50 cc.
de SF'B adicionado con 1.50 cc. de agua de coco viche (‘T'abla 3) y que en
los experimentos de la Tabla 2:10, 11, 12, 13 y 14, no se obtuvieron células
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en crecimiento, ni en division (/M = 0).

Realizado el anélisis de varianza?%2%2%  de los datos de los experimentos
de la Tabla 3, se encontré un valor (F') altamente significativo (= 39.92 con
8 y 18 grados de libertad), que indica que si existen diferencias significativas
en los efectos de los tratamientos, es decir, el {M cambia de acuerdo con
la combinacién de SF B, el tipo y la proporcion de agua de coco utilizado
(viche o maduro).

Con el proposito de verilicar si existen diferencias entre los resultados
de los IM para los 2 tipos de agua de coco empleados, Tabla 3, se usé la
téenica de contrastes ortogonales?!, encontrdndose un valor (F) altamente
significativo (F = 157.79 con 1 y 18 grados de libertad), lo cual claramente
muestra que cuando se utiliza agua de coco viche, el incremento en el I M,
es superior al que se obtiene cuando se lo hace con agua de coco maduro.

Los hallazgos hasta aqui descritos, nos indujeron a restringir nuestro
anilisis inicamente a. aquellos ensayos en los cuales se empled agua de coco

viche, ya que fue precisamente con ella que se obtuvieron los mejores I M,
Tabla 3, (2.55; 3.85; 6.25; 6.77).

Dado que el SFB se mantuvo permanentemente congelado, salvo en
aquellas oportunidades en que se realizaron los ensayos en donde cada vez
éste se descongeld, se pensd que tal hecho pudiera haber influido en los
resultados conseguidos. Verificando si la variacién dentro de los ensayos es
la misma para todos los tratamientos y con el objeto de tener en cuenta
si se puede v no considerar que el SFHB empleado en estas pruebas, es
homogéneo, e encontré que el analisis de varianza correspondiente?425:26,
arrajé nn valor (F') altamente significativo (¥ = 12.1 con 4 y 10 grados de
libertad ), indicativo que el suero utilizado en los ensayos, ecnmplié con los
requisitos de homogeneidad.

En esta etapa del estudio se plantearon 2 pruebas de particular impor-
tancia, asf:

1. Verificar si el aumento del I M es superior cuando se usa tnicamente

SHB, respecto a la sustitucién total o parcial del SF B por agua de
coco viche.

2. Encontrar si existe por lo menos nna determinada combinacién de
SFB con agua de coco viche, cuyo I M sea similar al que se obtiene
cuando sélo se utiliza SF'B.

Empleando de nuevo la prueba de los contrastes ortogonales®® se hallo
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un (F') altamente significativo (F = 10.74 con 1 y 10 grados de libertad).
Este resultado permite concluir que la respuesta en términos de IM es la
misma, cuando se emplea solamente SF' B (tratamiento No.1), que cuando
se usa 0.50 cc. de SFB adicionado con 1.50 cc. de agna de coco viche
(tratamiento No.6). (Ver Tabla 3).

Discusion

L.as células in vitro requieren para su proliferacién de una mezcla de nu-
trientes basicos de aminodcidos, aziicares, vitaminas y sales, lo mismo
que un suplemento de otros extractos o fluidos que incluyen linfa, leche
o calostro, fluido espinal o amniético, extracto de embrién y suero de dife-
rentes origenes””. Estudios bioguimicos del agua de coco viche y agua de
coco maduro'? indican que estos liquidos poseen los aminodcidos esenciales
(leucina, lisina, metionina, treonina, valina) y otros aminoacidos que no
son sintetizados “in vitro” en cantidades suficientes (glutamina, arginina,
histidina, dcido glutamico, tirosina). Los azicares (glucosa, sucrosa frue-
tosa); vitaminas (B;, B,, biotina, dcidos fdlico, nicotinico, pantoténico);
minerales (potasio, sodio, calcio, magnesio, hierro, cobre, fésforo, azifre) y
los factores de crecimiento 1 — 3—difenil urea'®, el icido 3-indol acético!® y
l1a 9 — 3 — D ribofuranosilzeatina?s.

Entre los componentes criticos del suero estdn las hormonas presentes
en pequeiias cantidades, también se encuentran proteinas de ligamiento y

factores de adherencia?®.

Asi, si bien es cierto que el agua de coco viche no tiene los aminoacidos
esenciales triptofano, isoleucina y fenilalaninal?, también lo es que tales el-
ementos serian aportados a través del medio de enltivo utilizado, TC 199%,
lo cual podria sugerir que el crecimiento observado en el experimento 8 de
la Tabla 1 en el cual § #'B fue totalmente reemplazado, los elementos nece-
sarios para tal proliferacién fueron aportados por el agua de coco viche. s
importante entonces mencionar que en el agua de coco se ha detectado la
presencia de la 1—3-delenil nrea y de la arabinosa indolacética, reconocidos
factores de crecimiento en el cultivo de tejidos vegetales®! | de la 9— 8 — D-
ribofuranosilzeatina?® y una citoquinina que exhibe las propiedades cro-

matograficas de la zeatina®?,

Todo lo hasta aqui planteado se complementa con el hecho de que la
isopentenil adenina asi como su andlogo 4-hidroxilado, la zeatina, pueden
muy bien mediar el control de la fase § de la sintesis del ADN en células
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BHK (rifion de Hamster) sincronizadas, indicando que cualquiera de estas
dos citoquininas pueden cansar activacion de la ADN girasa nuclear no
identificada, responsable de la replicacién del ADN®. Conviene ademas
anotar que la glutamina juega un papel fundamental en el metabolismo de
las células en cultivo®? y que el contenido de este aminodcido es ocho veces
mayor en el agua de coco viche que en el agua de coco maduro'. Esta
enorme diferencia podria explicar el hecho de no haberse obtenido células
en divisién en cultivos en los cuales el SFB se reemplazé totalmente por
agua de coco maduro, experimento 9 de la Tabla 3.

Finalmente, debemos mencionar que los resultados consegnidos en cada
uno de los experimentos de la Tabla 2, en los cnales no se obtuvieron
células en divisién, se podrian explicar mencionando que la PH A actia
como factor de iniciacion de la actividad mitética en el enltivo de linfocitos
humanos®®, de la importancia del SFB para el cultivo de cierto tipo de
células animales?” y de los requerimientos minimos de los diferentes ele-
mentos y su concentracion en el medio T'C' 199, empleado en el cultivo de
linfocitos°.

La sustitucion parcial de suero total bovino a concentraciones de 0.50
cc.; 1.00 ce.; 1.50 cc. y aun la sustitucion tolal del mismo, aunque con
indice mitético mas bajo, pueden ser recomendadas como alternativas ex-
perimentales para la obtencién de preparaciones cromosdmicas de linfocitos
de sangre periférica humana.
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SUERO FETAL | AGUA DE COCO | AGUA DE COCO
BOVINO (SFB) - VICHE MADURO |

1 2.00 cc s e

2 1.50 cc— 0.50 cc _

3 1.50 — 0.50 cc

4 1.00 cc 1.00 cc | -

—; 1.00 S 1.00 cc

6 0.50 cc 1.50 cc e o

7 0.50 cc —_— ;.50 cc

8 = 2.00 cc ——

9 o — 2.00 cc

17

Tabla 1. Tratamientos realizados en el control empleando exclusivamente
SFB (1), para los casos con agua de coco viche (2, 4, 6, 8) y agua de coco
maduro (3, 5, 7, 9). En todos los experimentos se usé TC199, [X(8.00cc);
fitohemaglutinina P(0.3cc) y sangre periférica humana heparinizada (0.4cc).
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[ [ SUERO FETAL [ AGUA DE COCO [ AGUA DE COCO
BOVINO (SFB) VICHE MADURO
10
11 2.00 cc —
12 S 10.00 cc
13 - = — 2.00 cc
14 - — 10.00 cc

Tabla 2. Tratamientos complementarios alos disenados en la Tabla 1, para
cada uno de los casos. Fn todos los experimentos se nsé TC199, IX(8.00cc);
fitohemaglutinina P(0.3cc) y sangre periférica humana heparinizada (0.4¢c).
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—':R.A'J‘AMIEN'I'() OBSERVACIONES MEDIDAS POR
No. (INDICES MITOTICOS) TRATAMIENTO
1 5.30 8.37 7.10 6.92
2 4.02 3.91 361 3.85
3 2.98 2.84 1.90 2.57
B 1 6.35 6.01 6.38 6.25
5 1.39 1.16 1.46 1.37
6 6.28 8.35 5.69 6.77 |
7 - 0.00 0.00 0.00 0.00
8 2.41 3.21 2.04 2.55
9 0.00 0.00 0.00 0.00

Tabla 3. Resultados obtenidos (INDICES MITOTICOS) en los diferentes
tratamientos indicados en la ‘Tabla 1.
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