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QUIMIOTAXIS BAJO AGAROSA 
METODO PARA MEDIR LA QUIMIOTAXIS DE LOS 

POLIMORFONUCLEARES NEUTROFILOS 
D. GARCIA DE O., F. TORO 

Conocedores de la importancia de la qui-
miotaxis de los polimorfonucleares neutrófi-
los en el proceso de la fagocitosis y del núme-
ro creciente de informes en la literatura sobre 
pacientes que presentan diversos cuadros clíni-
cos relacionados con una deficiencia quimio-
táctica, realizamos el presente estudio con el 
objeto de estandarizar una modificación de la 
técnica de quimiotaxis bajo agarosa descrita 
por Nelson y colaboradores. 

La movilización de las células fagocíticas 
polimorfonucleares neutrófi las hacia los focos 
de inflamación es de gran importancia en la 
defensa del huésped contra la infección pues-
to que tienen la capacidad de ingerir y des-
truir partículas extrañas. El movimiento puede 
ser espontáneo en ausencia de estímulos o di-
rigido hacia un gradiente de concentración de 
productos químicos (factores quimiotácticos), 
originados en el foco inflamatorio (quimio-
taxis). 

Posiblemente el factor quimiotáctico más 
activo es el péptido C5a y su derivado el C5a 
des. arg. provenientes de la activación de las 
vías clásica o alterna del complemento (1-3). 
Las bacterias invasoras pueden dar origen a 
sustancias quimiotácticas. Los oligopéptidos 
N-formil-metionil encontrados en la Escheri-
chia coli, representan un mecanismo de reco-
nocimiento natural contra la infección bacte-
riana. Se han sintetizado di y tri-péptidos con 
los cuales se ha podido demostrar una relación 
específica entre su estructura y la actividad 
quimiotáctica. El compuesto más activo es el 
N-Formil-Metionil-Leucil-fenilalanina (FMLP) 
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(4-6). Además estimulan  la locomoción de los 
neutrófilos muchas otras sustancias (7-13). 

Para medir la migración de los neutrófilos y 
los monocitos in vivo se ha empleado la técni-
ca de la ventana cutánea de Rebuck (14) y 
algunas variaciones de la misma (15, 16). Los 
estudios in vitro se han realizado tanto con la 
cámara descrita por Boyden (17) como con 
las variantes que se le han hecho (1 8, 19). Nel-
son y col. (20) informaron del desarrollo de 
un nuevo método para investigar la migración 
espontánea y la quimiotaxis de las células fa-
gocíticas (neutrófilos y monocitos) bajo geles 
de agarosa en cajas de Petri (21). 

MATERIAL Y METODOS 
Para la preparación de las células polimor-

fonucleares neutrófilas se obtuvo sangre peri-
férica de 82 individuos adultos jóvenes nor-
males, en jeringas de plástico desechables que 
contenían 10 unidades de heparina por ml de 
sangre. Luego fueron separadas utilizando 
dextrán al 6% para facilitar la sedimentación 
de los glóbulos rojos durante una hora a tem-
peratura ambiente. El sobrenadante rico en 
leucocitos fue pasado a través de un medio se-
parador de linfocitos y centrigugado a 400 Xg 
por 20 minutos a 4°C. Se descartaron los mo-
nonucleares de la interfase y el botón de célu-
las que quedó en el fondo del tubo se resus-
pendió en una solución de cloruro de amonio 
al 0.87% para lisar los glóbulos rojos contami-
nantes. Luego los polimorfonucleares fueron 
lavados dos veces con solución de Hank's (pH 
7.4) sin rojo de fenol y suplementada con ge-
latina al 0.1% en centrífuga refrigerada y re-
suspendidos en la misma solución a una con-
centración de 50 X 10 6 cels/ml. 

Se determinó la pureza de los polimorfonu-
cleares en la suspensión de células utilizando 
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coloración con violeta de genciana al 0.1% en 
ácido acético glacial al 1.5% y viabilidad con 
azul de tripano al 0.2%. En todos los procedi-
mientos se trabajó con una pureza y una via-
bilidad por encima del 95%. 

Se utilizó como factor quimiotáctico un 
oligopéptido sintético el FMLP (N-Formil-Me-
tionil-leucil-fenilalanina) el cual fue preparado 
como una solución madre al 4.5 X 10 -6  M en 
dimetil sulfóxido (DMSO) y solución balancea-
da de Hank's, la cual fue guardada a —70°C. 
Al momento de usarlo se hicieron diluciones 
4.5 X 1 0 - 7 M y 4.5 X 10 -8M en PBS. 

En cajas de Petri de plástico (60 X 11 mm), 
se depositaron 6 ml de una solución de agaro-
sa tipo II al 1% en agua destilada y deionizada, 
medio esencial mínimo 2X suplementado con 
L-glutamina, Hepes 0.01 M y 10% de una mez-
cla de sueros humanos inactivados a 56°C du-
rante 30 minutos. Las cajas se colocaron a 
4°C por 30 minutos para incrementar la soli-
dificación de la agarosa. Luego se hicieron 6 
filas de 3 pozos de 3 mm de diámetro cada 
uno y con 3 mm de separación entre ellos; se 
eliminó la humedad de cada pozo. 

En el pozo exterior se colocaron 10 ul del 
factor quimiotáctico, en el pozo del centro 10 
ul de la suspensión de células (5 X 1 0 s ) y en 
el pozo interno 10 ul de la solución de Hank's. 
Las cajas se incubaron a 37°C durante dos ho-
ras y media y luego se les añadió 5 ml de glu-
taraldehído al 2.5% en PBS para fijar las célu-
las y se dejó a 4°C hasta el día siguiente; se 
procedió luego a retirar la agarosa y a colorear 
las células con Wright. Cada experimento se 
realizó por triplicado. 

Durante el proceso de estandarización de la 
técnica fue necesario averiguar cuál era la con-
centración adecuada del factor quimiotáctico 
para realizar la prueba. Utilizando tres con-
centraciones de FMLP encontramos un Dife-
rencial Quimiotáctico que variaba dependiendo 
de la concentración. 

La lectura se hizo en un microscopio de luz 
con un ocular calibrado (micrómetro = 0,2 
mm = 1 unidad) y un objetivo de 3.2/10. Se 
determinó la distancia recorrida por las células 
desde el borde del pozo hacia el factor qui-
miotáctico (A) y la distancia recorrida en 
ausencia de estímulo (B). Con estos dos valo-

res se calculó el Diferencial Quimiotáctico 
(A-B) (Figura 1). 

Los datos se presenta como media + una 
desviación estándar. Las comparaciones entre 
medias se realizaron por el Test de Student. 

RESULTADOS 
En la Tabla 1 se muestra que con una con-

centración de FMLP de 4.5 X 10 -8  M. se pro-
duce mayor estímulo quimiotáctico que con 
concentraciones de 4.5 X 10 -6 M (P < 0.001) 

y de 4.5 X 10 -7 M (P < 0.001). En el histogra-
ma de la Figura 2 se aprecia que la mayoría 
de los experimentos por triplicado tienen un 
Diferencial Quimiotáctico entre 4.3 y 6.5 uni-
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dades. Los valores controles obtenidos en 46 
experimentos por triplicado fueron de 6.05 ± 
1.87 U. para migración con factor quimiotác-
tico y de 3.10 ± 1.30 U. en la migración al 
azar. 

La imagen microscópica característica de 
las migraciones de los polimorfonucleares neu-
trófilos, utilizando FMLP se muestra en la Fi-
gura 3. 

En la Figura 4A se observa el patrón de la 
migración al azar; zona B con una longitud 

más corta, a partir del borde del pozo. La Fi-
gura 4B demuestra el patrón de la quimiotaxis, 
zona A, cuya longitud es mayor, a partir del 
borde del pozo. La Figura 5 es demostrativa 
de la morfología que adquieren las células 
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cuando reciben el estímulo quimiotáctico y 
empiezan a movilizarse. Se observan los deta-
lles de las formaciones de seudópodo anterior 
y de urópodo. 

Figura 5. Aspecto microscópico de la migración de los poli-
morfonucleares. Aumento 400X. Se observa la morfología de 
las células fijadas. Las flechas indican el seudópodo anterior y 
la V el urópodo. 

DISCUSION 
La medición de la actividad quimiotáctica 

de los polimorfonucleares neutrófilos utilizan-
do el método bajo agarosa ha probado ser útil 
para la evaluación de la función de las células 
en pacientes con patología infecciosa recu-
rrente o crónica con ciertas características 
(22) y para estudios experimentales (23, 24). 

Con los resultados obtenidos por medio de 
la técnica modificada de Nelson y col. (20), 
pudimos estandarizar la quimiotaxis de neu-
trófilos bajo agarosa en nuestro laboratorio 
y comprobar que es reproducible y fácil de 
adaptar a nuestro medio en donde no siempre 
se dispone de reactivos de difícil consecución 
e incubadora de C O 2 . 

La medida de la quimiotaxis bajo agarosa 
también ofrece varias ventajas en comparación 
con la cámara de Boyden; es más rápida, fácil 
de cuantificar, requiere de pequeñas cantida-
des de sangre y se utiliza equipo desechable. 
Además está libre de las irregularidades que se 
encuentran utilizando niveles de líquido desi-
guales en dos cámaras o las variaciones de se-
rie de los filtros. Así, con este método, tanto 
la quimiotaxis como la migración espontánea 
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de los polimorfonucleares neutrófilos y mono-
citos (20) se pueden distinguir y medir simul-
táneamente. 

Hay que tener ciertas precauciones técnicas 
con esta técnica: Utilizar 10 unidades de he-
parina por ml; a pesar de que Nelson (20) usó 
20 U/ml, nuestros resultados fueron óptimos 
con las dosis indicadas. Algunos autores (20) 
sugieren que el dextran puede inhibir la 
migración de las células; sin embargo nosotros 
utilizamos dextrán al 6% y encontramos que 
había una buena separación entre los glóbulos 
rojos y los leucocitos, sin alterar su movimien-
to. El uso de la solución de Hank's suple-
mentada con gelatina al 0.1%, se recomienda 
para lavar y resuspender los neutrófilos, ya 
que con ella evitamos la agregación y la activa-
ción celulares. No creemos necesario el uso 
de antibióticos (penicilina, estreptomicina), 
puesto que el tiempo de incubación es sólo de 
2.5 horas. Es critica la presencia de L-gluta-
mina en el medio de cultivo (medio esencial 
mínimo), como ha sido descrito (20). Con 
antelación habíamos visto (21) que no era ne-
cesaria la incubación en atmósfera de C O 2 ; s i 
el pH del medio de cultivo se ajusta disminu-
yendo la concentración de N a H C O 3 y añadien-
do un estabilizador como el Hepes hasta ob-
tener un pH de 7.5, Repo y col. (25) habían 
sugerido que el C O 2 adicional no era indispen-
sable si el pH del medio se ajustaba con con-
centraciones bajas de NaHCO 3 . El número de 
células en cada pozo debe ser estandariza-
do ya que éste puede influir en la tasa de la 
migración espontánea. Utilizando 5 X 1 0 5 , 
encontramos una media y una desviación es-
tándar de 3.10 ± 1.30 unidades. La cantidad 
de células que empleamos promueve una tasa 
de migración espontánea de 0.4 mm/hora 
(26). Es importante hallar la concentración 
óptima del factor quimiotáctico. Sabemos que 
concentraciones altas pueden inducir desacti-
vación celular por saturación de los receptores 
(27) y las bajas inducen poco estímulo (28, 
29). La concentración de FMLP que produ-
jo el mayor Diferencial Quimiotáctico fue 
4.5 X 1 0 - 8 M . 

No tuvimos en consideración variables co-
mo sexo y edad puesto que no hay dife-
rencias en la quimiotaxis de los neutrófilos 
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relacionadas con ellas (30). Con la estandari-
zación de la quimiotaxis bajo agarosa de los 
polimorfonucleares neutrófilos (6.05 ± 1.87 U. 
Diferencial Quimiotáctico), podremos analizar 
el comportamiento de las células de los pa-
cientes que presentan diversos tipos de infec-
ciones recurrentes o crónicas. 

SUMMARY 
Chemotaxis of phagocytic cells toward in-

flamation sites is dependent on the generation 
of Chemotactic fragments from their respec-
tive complement precursors. The initiating 
reaction is the binding of antibody to the mi-
crobial surface. Complement is then activated 
and by cleavage yields Chemotactic fragments 
for both neutrophils and macrophages. 

The growing number of patients reported 
in the literature with diseases related to Che-
motactic deficiencies has prompted this study. 
The authors report the standarization of 
Nelson's modificated technique in their la-
boratory and discuss its advantages and in-
dications in clinical practice. 
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