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INRTRODUCCION

El presente trabajo ese realizd con el fin de poder dg
moetrar la efectividad de la respuestia hacia la diferencia-
cidén celular de un cultivo de célulae de médula drea de ra
tdn, expuestamr a un factor obtenido de un cultivo de macrd-
fagos de cavidad peritoneal, loe fagocitoe fueron obtenidos
de ratones CDl, previamentc tratados con una inyeccidn in--
traperitoneal de caseinato de rodio al 1C%. loe macréfagoe

ee& cultivaron u%ilizando nicroacarreadoree con el fin de au
mentar la superficie de adhesidn celular y con lipopolieacd
ridos (obtenidoe de las peredes de Salmonella typhose) en -
una concentracidn de 5 ug/ml, con la finalidad de activar -
loe fagocitos, este medio fué cultivado con célulae de médu

la 6cea de ratén y el incremento en el porciento de la for-
macidn de roesetas re tomnd como pauta a une buena manifesta-
cién de la diferenciacidn celular causada por la proteina -
de bajo pero molecular llamado MGI (Inductor de Macrdfago y

Granulocitos) (8, 9, 10, 47, 48, 76, 77, 78).

Se reviraron lae seriea celulares mde jimportancee fpa-

ra la eleboracidn del prerente trabajo, ari como el derarrg
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110 de las técnicas para el cultivo de las célulars de mami-
feroe utilizando microacerreadorea, el factor Pc y aspectos
importantes de la obtencién y purificacién de la proteina

diferenciadora MGI.

<ERIE MOKOCITICA

La serie monocitica, coneta de células mononucleares
en diferentes etapas de diferenciacidén (Erquema 1), eon cé
lulas fagociticas probablemente relacionados com 10 macrg
fagoes de lor tejidoe (88). Entre esus funcionea (88 y 90),
ertdn loe de la defenra corporal conira infecciones =obre
todo en la formacidn de granulomas y como célulans gigantes

en la dertruccidn de tejidoe lesrionados, tambien intervie-
nen en lae reacciones inmunes probablemente transformando
el antigeno antee de que provogque una respuerta por loe lin

focitos (88).

lLos monocitos ee originan en la médula dJrea, para
algin tiempo en la rangre periférica antes de emigrar ha-
cia loe tejidor y tranaformarse en hinticcitos <fagocita=-

rion (88).




MORFOLOGIA

Ve

Monoblasto: Se llama monoblasto a toda célula de la
serie momocitica que tiene estiructura cromatinica, y donde

se pueden observar nucleolos.

Promocito: Son células conm micleo dentado y parecen
mde jdvenems que los monocitoe en el contenido de la croma-
tina nuclear, ya que ertd mds finamente dividida y contie-

ne nucleoloes 0o residucoe nucleolaree, se coneideran interme
dies entre lae células bldeticas y loe monocitoe adultos,

normalmente se ob%servan en la sangre periférica.

Monocito: Suelen ser mde voluminoeos en la eangre -
periférica, el didmetro varia entre 16-22 micras, con colQ
racién de Wright, el citoplaema preeenta color gris azulo-
90 y pdlido que parece mas opaco que €l citoplasma del 1lin
focito, este orgsnelo presenta gran nuizero de particulas -
finas de color azul y rojizo, es fuertemente vacuoledo, el
niclec muchas veces es dentado, tiene estructura cromatini

ca filamentoma que parece mde condensada, en donde me reu-

nen las fibras crozatinicas. Lof monocitos se dimtinguen
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de los-linfocitor y mielocitos por sus dimeneriones y por el

aspecto del micleo y del citoplasma.

Macréfago: Lae células gque mde intereran para este -
trabajo son los macréfagoe, lor cualee eon fagociticae, tie

nen enzimae celulares, ce caracterizan por la ingestién de

particulas.

Son las célulae que ge encargan de la defensa del or-

ganiemo al ataque de agentee extrafios.

Metchnikoff (88), establecid la importancia de estas
célulaes y lae estudia en diferentes animaler, este trabajo
fué reimpreso en 1968, ademds, la funcidn fagocitica la ee-
tudié extensamente mediante la inyeccidn de dcidom vitalem

y material colorante ingerido por ertas células,

LA SERIE GRANULOCITICA

Los granulocitos comstituyen la principal defenra del
organismo contra infeccioner bacterianar, la teoria del ori

gen coincide en que en el adulto en circunstancias normales
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la serie granulocitica mace en la médula drea y provienen -

de los mielocitoe y rus precursores, que son mieloblastos -

(88) (Esquema II).

MORPOLOGIA

Mieloblamto: Existen en médula ésea, no ee obmservan
en sangre circulante excepto en algunos ertadoe patolégicos.
El tamafio em de 11 & 18 micras, con colorante wright, el ma
terial nuclear tiene coloracidn azul pirpura obecuro, la -
cromatina estd finamente dividida, punteada o en forma de
hebras y solo se condenera alrededor de los bordes de los nu
cleolom, el citoplarma se tifie de azul wds ligero que el nd
cleo, los mieloblas%oa dan reaccidén negativa a la peroxida-

ea.

Progranulocito (Promielocito), es la etapa continus -
del dersarrollo después del mieloblasto, & veces puede pare-
cerme al mieloblasto con adicidén de grénulos citopléemicoe
azuréfilos, en esta etapa del desarrollo tienen la emtructu
re nuclear mfe burda que el mieloblasto, son muy volumino-

#0® y contienen gran cantidad de grdnulos agurdéfilos. la -
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aparicidn de estos grdnuloes, parece estar relacionada con -
1a diferepciacidén de las proteinas citopldemicas. Thorell

(88), ha demostrado que el mieloblasto tieme muchos polinu-
cledtidon citopldsmicos y un nicleo prominente. Cuando 1la

célula madﬁra. ertd en le etapa de progranulocito, loe polji
nucledtidoa citopldemicos dieminuyen, y al ir apareciendo -
loe grdnulos, en lae etaspae mieloc{tica ya no se deecudbre -

RNA en el mudcleo.

Mielocito: ZTetae célulae son lee primerae que tienmen
granulos especificos (Reutrdfiloe, eosinéfilos, basdfilos),
tanto loe neutrdfiloe como loe eomindfiloe dan reaccidén po-
pitiva a la peroxidasa. Con el colorante supravital pueden
denoetrar en el citoplasma duchas pegueflar mitocondrias y -
un pimero variable de cuerpoe rojos neutroe. El nimero, 1o
calizacidn y dispomicidn de ertos cuerpos se utiliza como -
base para la clacificacidn de las células regin mrue diferen

tes otapas como mielocito A, By C.

Metamielocito (juvenil): Ia estructura cromética ee

hace ade grueea, persiste la granulacién espec{fica y el nd




ESQUEMA I
MEDULA 1 osEaAa 1 SANGRE TEJIDO
Conjunto de célu | Conjunto de c61u "Conjunto de c8lu | Conjunto de c8lu
las primitivas - | las multipoten--— las primitivas -~ | las en madura---
pluripotenciales. | ciales primiti-- | especializadas. cibn y prolifera
vas, cibn, _ I
c8lula Madre Célula Tronco Célula Primitiva Promonaocito Monocito | Macréfago
"SGM"
Monoblasto
cinética de la formacién de células de la serie monocitica (88).
ESQUEMA 1II
MEDULA 0 S E SASGRE _ TEJIDO |
Compartimiento Compartimiento Compartimiento
células tronco mit8tico maduracién ardado
~ cGP i
c_a—acmt @4@4{1’7@ _ DEN-E
'
célula tronco MYEIO SEG MGP T
comisionada !
Compartimiento :
de tallos 2.6 2.7 3.6 2.5 0.7 :
C x 109 cel/kg  (.14) (.51) (1.95) ,
—g a 14 dlas 9,5 hrs, _;
Tiempo de trénsito Ty .
por compartimiento 18 hrs. 24 hrs. 108 hra. 40 hrs. 66 hrs. 95 hrsd|7 63 hry,

Cinética de la Produccibn de c8lulas de la serie Gramulocftica (88).

CPU: Unidad formadora de colonias. MB: Mieloblasto. PRO: Progranulocito. MYEIQ: Mielocito.

META: Metamielocito, BAND: Célula en banda. SEG: Célula segmentada.
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cleo adopta la forma dentada, en ests etapa la célula reci

be también el nombre de metamieloblmsto.

CELULA® SEGMENTADA® (Polimorfonucleares).

%e trata de células completamente desarrolladas -
de la serie granulocitica, cuyo nucleo contiene 1 & mds 18
bulos unidos por conexiones filamentosas. ILa cromatina nu
clear es denra y tiene acpecto de bloguer o nudor unidos -
por fibras. El citoplasma contiene gran nimero de granu-.

los que se tifien especificamente con el colorante de Wright.

DESARROLIO DE LAS TECNICAS PARA EL CULTIVO DE LAS CELULAS
DE MAMIPEROCS

Loe primeros trabajoe en demoetrar inequivocamen-
te que las célulae de msaniferos pueden ser cultivadoe in -
vitro, por un periodo de tiempo determinado fucron realiza
dos por Carrel (62). En muchoe de lom trabajos recientes
(83, 84), me concentran para que las metodologiae de culti
vOs en suspensidn tengan un mayor rendimiento com un mini-

mo esfuerzo.

Se tienen que utilizar evidentemente superficies
sdlidas como el primer requerimiento para el crecimiento -

de estas célulae.




9.

la gran escala de cultivoe masivos ha eido de mucho -
interés por varioe afior, ya que lar aplicacionee précticas
que puede acarrear el cultivo in yitro de las células de mg
miferos mon muchae, por ejemplo: las células cultivadar ma
pivamente pueden ser utilizadas a eu vez como sustrato en -
la multiplicacidn de particulas virales y eu mde inmediata
aplicacién ceria para la produccidén y obtencidn de vacunas
virales o de productos virelee, &sto en nuestros dias es

una de lae mejores industriase quimico-farmacovioldgicar, -
(82, 83),

El desarrollo para le técnica del cultivo con microa-
carreadores, (Dibujo No. 1), para las célular de mamiferos
se debe a Van Wesel (82), y posteriormente se desarrollaron
otras técnicas para loe cultivos en euepensidn (84), con ég
to abora se pueden producir un sinmimero de elementos dti-
lees para su eatudio Q para lsa aplicacidn terapéutica de los
microacarreadoree dentro de lar tecnologias para loe culti-
vos masivor de célulae de mamiferoe.

K J

Ios experimentos originales realizadoe por Van Wesel
(82, 83, B84, 85), en donde utilizdé como microacarreadoree -
DEAE Sephadex A-50, =e encontrd que la utilizacién del DEAE
fephadex A-50 aumentaba la superficie para la adhesidn celu

ler y que facilitaoa el manejo de un monocultivo celular. -
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En cultivo con microacarreadores con un pequefio sirtema de
agitacidén se puede mantener en cultivo masivo células en
una eruperficie pequefla y presenta ventajas, (Wesel 1967), -
(82), &stas pueden smer: Primero, la facilidad para el mane-
jo que reduce la contaminacidén, ya que evita up gran manipu
leo y adende nme pueden llever com mayor claridad lor regie-
tros del pH, CO,, temperatura, concentracidn de oxigeno y -

cantidad de nutrientes (Wesel 1973) (83).

En particular los mlcroacarreadores tienen gque presen
tar una deneidad muy parecida a la del medio de cultivo, -
con la finalidad que mediante una pequefla agitacidn perma-
nezcan en suspensidn, adecés deben soportar varios cientos
de células alrededor de le superficie del microacarreador,
(aunque esto mo guarde un orden de magnitud homogéneo en -
cuanto al ndimero de células adheridaes) y por dlitimo tor mi-

croacarreadores no deben tener toxicidad para lae células,

Lo materiales de DZAE Sephadex A-50, pueden eer mds
suaceptibles para ser empleados como microacarreadores, sun
que también se pueden utilizar productoe eimilares como son
DEAE Sephadex 25 y QAE Sephedex, Polystirino y nilean, con
resultados ecatiefactorios siendo estoe \ltimor materiales -
una especie de nylon, también ee han empleado para la manu-

factura de loes microacarreadores Spherosil (una especie de

vidrio poroso), presentando una gran desventaja, ya que pa-
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ra cultivos celularee en suspeneidn re utilizan una frecuen
cia muy alta de agitacidén, provocando un choque continuo de
loe microacarreadores entre s{ y perjudicando a lae célu
lar, Lom cultivoe en donde se utilizan microacarreadores,

ofrecen técnicas muy elegantes para producir en gran escala

células y sus productos metabdlicoe que se pueden obtener -
(82, 83, 84, 89).

RECEPTOR Pc

El componente de lar membranas celulares responrable
del acoplamiento con IgG{2), se le define como receptor Fc.
Eetor receptoree celulares tienen variae funciones inmunold
gicas, que incluyen el de la fagocitorsis, la particular lo-
calizacidn de complejos inmunoldgicoe, la traneferencia pla
cental del IgG, la dependencia de anticuerpors mediante la -
citotoxicidad y la retroalimentacidn inhibvitoria de la rin-

tesir de anticuerpoe (23, 24, 25, S51).

lae diferenter funciones atribuidas al receptor Fec y
a su especificidad tan diversificada en aeociacién con -
otros componenter de la membrana celuler es un punto muy -
importante en la hetervgeneidad de funciones que derempefia

la membrana celular (23, 25).
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Las diferentes propiedades y funcionee del receptor
Pc, pueden ser descritas para los linfocitos, los macrdfa-
gos y las células k., Estas remarcables diferenciaes se to-

man como base en la eepecificidad de IaG, (21, 23, 24, 51).

La relacidn IgG-Fc sufre cambice cuando las membranas

celulares eon expuestas & diferentee temperaturas (21, 24).

PROTEINA DIFERENCIADORA (MGI)

La proteina encargada de la diferenciacidn celular a
lo largo de la elaboracién de erte trabajo se llamard indug
tor de macréfagom y granulocitos (MGI), (8, 9, 10, 47, 48,
76, 77, 78),

Zn 1966, Bradley y Metcalf (8), reportaron que la cé-
lula y médula deea contenian una clase de célula que forma-
ban colonias al eser cultivadan en agar en la presencia de -
material diferenciador, obtenido del cultivo del riflon o cg
lulas embrionarias. la efectividad al ser sembradas, fué -
de una colonia por ceda 2000 célulae indiferenciadas. Las
colonias fueron claramente visibles al eéptimo dia y coneis
tian en granulocitos maduros, fagocitos, mononucleadas 0 -
una mezcla de ambam (11, 22, 45, 46, 55). Al material esti

mulador producido por el metabolirmd celular se le llama -
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tanbién factor estimulador de colonias (9, 60). la presencia
de este factor eén el cultivo celular resulta ser esencialmen

te para la proliferacién celular (45, 73).

En 1967, Viraloinen y Defendi (86), reportaron que
las células de cavidad peritoneal obtenidas por la inyeccidn

de féculas de elmiddn se reproducen en cultivo masivo ei tie

‘nen la presencia de la proteina diferenciadora formadora de

coloniar como le llama al MGI, obtenida del cultivo de una -
linea celular (42, 86).

En 1973, Lin y Stewart (38), reportaron que las cé-
lulae de cavidad peritoneal obtenidas por inyeccidn de medio
con tioglicolato y cultivadas subesecuentemente en agar semi-
e61ido y en presencia MGI, de un cultivo de pulmdn, formaben
solamente macréfagos, diferentes al cultivo com células de -
médula Scea y estas colonias no fueron visibles hasta el 21-

avo dia de cultivo.

En 1975, Stewart, Lin y Adles (80), exponmen que =0-
1o lae células de cavidad peritoneal presentan colonias cuan
do son cultivadas en medio liquido y MGI de pulmdén, formando
colonias de célulaes diferentes a lass que aparecen en el cul-
tivo de agar, eetas colonias eon vimiblee al ddcimo o0 docea-

vo d{a de cultivo. Estudioe subsecuentes demuestran gue es-
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te factor emtimulador de coloniae es producido por Zfagocitos

mononucleados (36).

Cuando laes células indiferenciadse y otros tejidos
‘mon cultivados, variando la concentracidn de MGI la multi--
plicacidn de macrdéfagos es siempre conetante al rango de -
concentracidn de lam células indiferenciadaes y & 1la cepaci

dad del recipiente (7, 11, 43, 45, 73).

El porcentaje de diferenciacidn celular puede dismi
nuir ei la concentracidén de MGI, es baja durente el perio-
do de culzivo (7, 242, 73). Sin embargoe la produccidn de
inhibidoree o la disminucidén de los nutrienteas esencialmente
perjudica este porcentaje, aunque para la cuantificecidén de

este efecto se requiere de una dosis bastante pequefia (73).

Stanley et _al 1976, desempefiaron un estudio exhaumti
vo realizando la comparacidn de una gama muy amplia de fuen-
te= diferenciadoras (MGI), (11, 12, 33, 41, 72, 73, 86). Se
han cultivado muchos tejidos y medios para generar MGI co-
mo: timo, células de médula Seea, bazo, higado, pulmén ce-
rebro, corazén, intestino delgado, testiculoe, mieculo erf-

quelético, euero de rangre mnormal (9, 10, 11, 21, 32, 53,
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54, 66, 71).

Una de las fuentes de las mde utilizadae para la pro
duccidn de- MGI, es el suero de sangre de ratdm, cuando es
inyectado con endotdxicoe por ejemplo: de Salmonella typho
ea (16, 44, 59, 63, 65),

‘Loa subproductos del cultivo de laes lineas celulares
presentan cantidades coneiderables de MGI (6, 7, 21, 38, -
41, 73, 87, 90). Las obmervaciones realizadas por Bradley
et al (9), para el esuero mormal de ratdén son mucho menores
en reespuestas cuando se presantan las leucemias espontdneas
en ratones AKR. (9, 60). También se encontird que otras cg
pas de ratones (C3H y 05781)' los resultados mon mucho me-
nores (43).

Otra fuente también muy efectiva para la obtencidn -
de MGI, ees la orina del humano, puede para su uso ser dis-
lizada, centrifugads y esterilizada por filtracidn, (61, -
62, 74, 76, 88).
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Prival et al (58), citan que vale la pena separar -
las célulae adherentes de la cavidad peritoneal, ya que -
producen une aceptable cantidad de MGI, cantided que aumen
ta cuando eon cultivados en la prerencia de varios agentes

(mitégenos y antigenose) (3, 4, 37).

Lag propiedades fisicas y quimicaes de la proteina -
MGI, fueron obtenidas de diferentes fuentes, mediante ensa
yos biocldgicoa realizador con célulaes de médula dsea en
agar (73, 75). La actividad bioldgica de la proteina se -

puede resumir en tres fares:

a) Las doris de la proliferacidn puede ser pequefia para
cauecar una respuesta adecuada, aunque también, la ba
ja en el porcentaje de diferenciacidn celular, puede
fer por una baja en la concentracidn del medio condi

cionado utilizado. (73, 75).

b) El MGI puede tener actividad bioldgica con células -
indiferenciadas de médula érea, aei como con macréfa

8oe de cavidad peritoneal.

c) Cuando el factor de diferenciacidn celular (MGI), es
purificado exhaurtivamente no pierde su activided bio
16810. (73. 75)0
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El factor ha sido parcialmente purificado y caracte-
rizado de varias fuenter descritar anteriormente. En gene-
ral todar ellas preesentan propiedader similarer, por ejen--
plo: No exiete la pérdida de la actividad ri éete es proce
rado mediante liofilizacidén, ni al ser dimlizado tampoco esm
desactivado cuando se emplea para su extraccidn en fase 1i-
‘quida 1M. NaCl, & 8M de urca (76), el material ees estable -
cuando se calienta a 60°C, pero pierde actividad cuando 1la
temperatura es aumentada progresivamente. El factor es tam
tién estable cuando es cultivado por ur lapeo de tiempo pro
longado en un rango de pH desde 2 & 12, pero se pierde la -
actividad cuando es incubado a Ph menoree y mayores que el
rango anteriormente enunciado. El factor puede ser precipi
tado por una fraccidn saturada de RH2 504, o0 por una frac-

cidén de etanol del 32 al 50% de concentracidn.

la actividad del MGI por varioe tratamientos de enzi
mae suminietradas e ha empleadd para muchoe ertudioe de -
abundancia y de resistencia a la digeetidn, por nucleara, -
glicoridasa, fosfalipasas y otrar enzimae proteoliticas, pe
ro la mayor actividad ha sido obtenidam mediante tratamien-
tos con pronaeas y quimiotripeinee (6, 15, 33, 72, 73, 76,-
79, 86, 87).
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El MGI, se reporta algunas veces como una glicoprotei
na (65, 68), por oiro lado también es reportado con una he-
terogeneidad en el peso molecular. Ea una molécula con en
tidad bioldgica y actividad ligada a la diferenciacidn celu
lar (73). Lae discrepanciaes aparentes entre loe diferentes
pesos moleculares son posiblemente debidos a laes separacio-
nes moleculares por diferentes metodologias utilizades, por
ejemplo: loe peros determinadoe en la utilizacidn de dife
rentea gelees cromstogrdaficos en la velocidad de filtracidn
y en 1la de sedimentacidn (77). También hay que hacer no:ar
que en la pregparacidn del gel, se toman grotescor rangoe de

separacidén para el material purificado.

Stanley et al (74, 76), purificaron MGI de orina de
humano con un 14 al 40% de la recuperacidn de la actividad
y un aparente paso molecular entre 45000 a 60000 daltons.
(72). También ee han examinado fuentes de embriones de po=-
1lo, medio condicionado de lineas celulares y células de ra
tdn con propiedades similaras y peeos moleculares aproxima-

dos a 64000 daltoma (72, 74m 76).

Auntin (6) purificé MGI del pulmdn obteniendo un peso
molecular aproximadamente de 73000 daltons, por la combina-
cién entre el gel de filtracidn y la velocidad de sedimenta

cién @y un gradiente de eacarosa.
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Laudau y Sache (33) y Gues y Sachs (30), han purifica-
do MGI de lineae de fibroblasto obtenidas de ratén y el peso

molecular reportado del material purificado es de 70000 dal-

tone,

Wateon y Prichard (87), han purificado parcialmente el
MGI obtenido por clones JLS-V5, de células tumorales fibro-

blastoides embrionarios y orina humana con un peeo molecular

de 75000 deltone.

Burguess et al (13, 14). Pojo et al (27), pudieron caracteri
zar este factor con pesos moleculares de 30000 y 40000 del-

tone respectivamente.

LIPOPOLISACARIDOS

Loe lipopolisacdridoes =on obtenidoe de lae pareder de
lae bacteriae gram negatives y presentan una gran actividad
en los proceros inmunoldgicos, ademde se han empleado para —
la obtencidn del MGI. (14, 38, 52, 56, 58) mediante una in-
yeccidn intravenoramente de endotoxinas de (Salaonella typho
gg), loe ratones producen una gran actividad bioldgica en =su
suero cuando émte fué cultivado con célulae indiferenciadar,

en medio eenisdlido de agar.
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Remarcando el propdeito de este trabajo, fué demorstrar
que mediante un cultivo de macrdéfagos se obtiene una proteina
(MGI) que re encarga de la diferenciacidn de loes precureores
celularer de granulocitos y monocitoe y que la aparicidn del
receptor Fc es parte del camino hacia la diferenciacidén celu-

lar.




METODOLOGIA

ANIMALES

Se emplearon ratones de la cepa CD~1 de 4 a 8 semanas de

nacidos.

‘OBTENCION Y CULTIVO DE MACROFAGOS

La cavidad peritoneal de los ratones fuf estimulada me--
diante una inyeccifn de 2.5 ml. de caseinato de sodio (Difco
Lab. Detroit Michigan U.,S.A.}, al 10% en una solucibn amorti-
guadora de fosfatos (PBS), (CaCly 0,10 grm/L, NaCl, & grm/L.
NaHP0O, 7H,0 2.16 grm/L, KH2P04 0.20 grm/L, MgCl, 0.10 grmn/L, -
KC1 0.20 grm/L) a un pH de 7.2 esterilizado por autoclave. --
Daspufs de 4 dfas de la inyeccibn los animales fueron sacrifi
cados por deservicacibn y las c&lulas de la cavidad peritone-
al recogidas mediante inyecci®n de lavado de 15 ml. de PBS --
por cada animal, Las células fueron colocadas en tubos de cen
tr{fuga de 50 ml. para posteriormente adicionarles medio - --
EAGLE'S (Gibco, Gran island Biologgical company New York - -
14072), y suplementado con 10% de suero fetal de becerro FCS
(Gibco, New York 14072 U,S.A.), desactivado a 56°C durante 30

min. agregando en este medio los elementos que utilizados co-
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mo microacarreadores (CYTODEX 1 Pharmacia Fine Chemicals AB -
Uppsala, Suecia), previamente esterilizados e hinchados con -
PBS, en una concentracifn de 4 X 10° microacarreadores por -—-

plato petri de 50 X 10 mm.

Después de 24 hrs. de incubacibn a 37°C con 10% de COp y
una humedad relativa 95%, los microacarreadores con las c&lu-
las adheridas fueron lavadas con PBS mediante 2 centrifugacig

nes a 900 g y activados con una concentracibn de LPS de Salmo

nella typhosa (Difco, la Detroit Mich. U.S.A.,), de 10 ng/ml.

por plato patri incubado el tiempo necesario en las condicio-
nes anteriores expuestas segfin el caso. Al término de la incu
bacibn, se recolectaba todo el medio condicionado y se centri
fugaba a 900 g. durante 10 minutos, decantando posteriormente
el medio y guardandolo en un recipiente estéril a 20°C para -

su posterior utilizacibn,
CULTIVO DEL PULMON

Para los ensayos biolSgicos se tomd el cultivo con medio
condicionado por pulmén como un control positivo, ya que tie-

ne una gran actividad biol&gica.
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Se inyectaron ratones (intravenosamente) con 20 pg/mi, -~

de LPS solubilizados en 0,2 ml, de PBS y esterilizados duran-
te 15 min, en una autoclave,después de 6 hrs. de la inyeccibn

los ratones fueron decervicados extrayéndoles los pulmones --
que despufs se cultivaron en 5 ml, de medio EAGLE'S durante -

48 hrs. en las mismas condiciones anteriormente espacificadas.
El medio fu® colectado por una centrifugacién a 900g durante
5 minutos y guard&ndolo para su posterior utilizacién a 20°cC,

(13, 27).

CULTIVO DE CELULAS INDIFERENCIADAS

las cflulas de médula 8sea fuaron extrafdas dz los f8mu-
res de los ratones y se cultivaron el tiempo necesario segfin
el caso en medio EAGLE'S con 10% FCS, adicionfndole medio con
dicionado obtenido de pulmbn y de macrffagos (MGI). Para la -
comprobacibn de actividad biolégica se utiliz8 el bioensayo -

de formacibn de rosetas EA que a continuacibn se describe,

La formacibn de rosetas con eritrocitos de borrego se hi

zo usando la modificaci®n empleada para BIANCO et al en 1970.

Los eritrocitos d= borrego fueron incubados con una con-
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centracifn de 1:600 de IgG (Cordis Lab, Miami Flo., 33137, U,
S.A:), durante 30 min, a 37°C la determinaci8fn del porcentaje
de rosetas fu# determinado con 1 X 108 eritrocitos EA que fue
ron mezclados con 1 X 10® de c&lulas indiferenciadas de médu-
la 6sea manteniéndolas en cultivo y expuestas a 1 ml, de me--

dio condicionado MGI (cbtenido del cultivo de macrb6fagos d= ~

cavidad peritoneal).

Las c&lulas fueron puestas en tubos de centrffuga de 15
ml, realizando un lavado con PBS por medio de una centrifuga-~
cibn a 200g durante 5 minutos (en tres ocasiones para elimi--
nar el medio de cultivo) y posteriormente adicion&ndgcles los
eritrocitos EA en un volumen de O,5 ml, preparados con PBS y
centrifugados durante 3 min. a 500g e incubadas 30 min. a -~
37°C sin resuspenderlas. Finalmente las c&lulas fueron resus-
pendidas por pipetaci®n utilizando una pipeta Pasteur y el --
porcentaje de c&lulas con m&s d=2 8 eritrocitos se determind -

como roseta por conteo en el hemocitdmetro. (2, 3).




RESULTADOS

DESCRIPCION DE RESULTADOS

Los resultados descrftos en la Tabla I fueron de c&lulas
de m8dula 6sea que se cultivaron con la protefna diferenciado
ra obtenida del cultivo de pulmbn, (el cual se tomd como tes-
tigo positivo de dicha actividad diferenciadora) y que repre-
senta un 15% de rosetas, como testigo negativo se utilizaron
ctlulas de fémur cultivadas sin medio que contenga activador
de la diferenciacibn celular (61), obteniéndose un 2% de for-
macidn de rosetas. Cabe seflalar que para obtener el porciento
en cada uno de los casos incluyendo los dem&s resultados, ca-

da experimento se efectud cuatro veces y por duplicado.

El 12% de rosetas para el MGI obtenido del cultivo del -
macrb6fago de cavidad peritoneal en una concentracifn de 8 X -
106 (activados con 10 pg/ml de lipopolisachridos de S. thvpo-
sa).

Las c&lulas de médula &6sea que fueron obtenidas de rato-
nes previamente se trataron con LPS, manifestaron el 14% de -

rosetas obtenidas para este caso.
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En la Tabla II podemos uvbservar la cantidad de rosetas -
obtenidas del cultivo de macrbfagos en diferentes concentra--
ciones y cultivando células de fémur también en diferentes --
concentraciones. Como control positivo se utiliz8 medio del -
cultivo de pulmbn en el que se observd un 18% de formacibn de
rosetas. El control negativo fué el cultivo de células de mé-

dula 6sea sin medio condicionado.

En la Tabla II la cantidad d= rosetas observadas para el
nfimero de c&lulas de médula Ssea en una concentracién de 8 X
106 y M3I (obtenido del cultivo de macrbdfagos en una concen—-—
tracibn de 8 X 10%), correspondieron a un porcentaje de rose-
tas del 15%. El1 16% de rosetas que se observd para el MGI de
macr8fagos en una concentracién de 16 X 106 ¥y que posterior--
mente se cultivd con 16 X 10® c#lulas indiferenciadas. También
se puede observar un 17% ds2 la formacidn de rosetas, para el
MGI obtenido de 32 X 10P macréfagos y cultivando la misma can
tidad de c&lulas indiferenciadas d2 médula 8sea para el con--
trol negativo se observaron valores de el 2% en la formacibn

da rosetas.

En otro experimento en donde los ratones fueron inyecta-

dos intravenosamente con LPS y sacrificados después de 6 hrs.




TABLA

% ROSETAS MEDIO CONDICIONADO
15 Pulmbn

*

Macrdfagos de cavidad peri-

* cdlulas f£&mur cultivadas sin ma2dio que contenga MGI

Células de médula 6sea d= ratbn inyectado por 6§ hrs

con lipopolisaciridos y cultivados por dos dlas pa-

ra la medicibn de= rosetas.

TABLA II

% ROSETAS MEDIOC CONDICIONADO N° DE CELULAS DE
MEDULA OSEA

15 MGI d= cultivo de ma- 8 x 106
créfagos 8 # 106

16 MGI de cultivo de ma- 16 X 106
cr6fagos 16 X 106

MGI 42 cultivo de ma- 32 x 106
créfagos 32 X 106

* 16 x 106

MGI del cultivo de 16 x 106
pulmbn

* sin medio condicionado.
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las cBlulas indiferenciadas presentaron una concentracién del
8% de rosetas, tambifn se sacrificaron a ratones sin ser in--
yectados para medirse la cantidad de rosetas y estas c&lulas
indiferenciadas presentaron una concentracién del 2%. Esto pa
rece indicar que el factor inmunoldgico (Fc) existe en las c§
lulas indiferenciadas de la médula Ssea de los ratones, pero

necesitan un activador para que se manifieste (89).

La gr&fica A, nos representa los valores de las rosetas
obtenidas con una concentracidén constante d= c&lulas indife--
renciadas expuestas al medio condicionado, {(obtenido del cul-
tivo de macr8fagos de cavidad paritoneal). La lfnea en senti-
do horizontal en la parte superior de la gr&fica nos indica -
el valor obtenido por el control positivo que en este caso --
fu& medio condicionado obtenido del cultivo de los pulmones -
del ratén, la 1lfnea horizontal de la parte inferior nos a4 la

cantidad de rosetas para nuestro control negativo.

En valores encontrados para el MGI proveniente del culti
vo celular de macrSfagos, se puede observar gue a medida gque
la cantidad de c&lulas de cavidad peritoneal fueron cultiva--
das, la respuesta de la aparicibn de rosetas también se fué -

incrementando. La lfnea punteada representa el valor que gse -
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esperarfa aumenten las rosetas si no existiese alguna inhibi-
cibn. Evidentemente existe inhibicibn, ya que la linea de los
valores encontrados presenta una infleccién y es posible supo
" ner que sea debido a la falta de c&lulas indiferenciadas que

actien como posibles receptores al MGI. Datos que apoyan esta

idea se pueden observar en la Tabla II. (7, 11, 42, 45, 73).

En la Gr&ifica B, se observa la cantidad de rosetas obte-
nidas con medio condicionado (MGI, obtenido de un cultivo de
macrbfagos en una concentracién ée 8 X 106, utilizando como -
Srea de adhesibn celular CYTODEX I) induciendo a la diferen--
ciacibn células del fémur del ratéé en donde el mejor tiempo
para medir la cantidad de rosetas es de 48 hrs. y por consi--—
guiente a medida que agvanza el tiempo, la cantidad del nGmero

de rosetas tambi&n decrece.

Resultados mucho menores se observan para el tiempo de -
72 hrs, y mucho mis pequeflos a las 96 hrs. De los resultados
obtenidos en el tiempo &ptimo de cultivo celular para las cé-
lulas indiferenciadas del fémur del ratén es de 48 hrs. con -

una cantidad de 12.7% de rosetas.

La Gri&fica C, representa la cantidad de rosetas obteni--
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das por la actividad diferenciadora del medio condicionado --
{del cultivo de macréfagos, de la cavidad peritoneal de los -
ratones en una concentracién de 8 X 106) que fué obtenido a -
diferentes tiempos. El MGI obtenido a las 12 hrs. reporta un
10% en la formacibn de roéetas y para las 24 hrs. el MGI obte
nido presenta una respuesta casi similar para los demés.tiem—
pos, ya que para 24 hrs. la cantidad de rosetas es de 20% pa-
ra las 48 hrs., de 20,5% y asi sucesivamente se pueden obser--
var los resultados que por consiguiente parece ser Que la can
tidad de MGI Sptima se puede obtener a las 24 HRS. aunque es
conveniente‘cultivar a los macrbfagos el doble de tiempo, con
el fin de tener una mayor seguridad de que el MGI, se encuen-

tre en el medio de cultivo.




DUSCUSION ¥ CONCLUSIONES

El presente trabajo fué realizado usando una protefna di
ferenciadora de c#lulas mieloides provenientes de un cultivo
de macrbfagos de cavidad peritoneal activados previamente por
‘una inyeccidn de caseinato de sodio y cultivados en medio 1f-
quido con microacarreadores, con la finalidad de incrementar
la superficie de adhesién celular, para obtener una mayor pro

duccibn de la protefna diferenciadora, se utilizaron lipopoli

saclridos (LPS) de Salmonella tvohosa.

La medicibn le la diferenciacién celular de las c&lulas
de mé&dula dsea ernuestas a este medio condicionado, fué me---
diante un biocensayo que determina la formaciébn de rosetas Fc,
la aparicibén del receptor a Fc en la membrana celular forma -

parte de la induccién hacia el camino de la diferenciacién ce

lular.

Segfin los resultados obtenidos en este trabajo se puede
observar que las cflulas de m&dula 8sea no presentan receptor
a Fc, &sto no significa que in vivo no tengan dicho receptor
Pues se ha reportado que el receptor Fc se encuentra ya desde
la etapa de mielocito (89). En consecuencia de alguna manera,

este receptor no se manifiesta in vitro, probablemente debido
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a la falta de un activador que desencadene la manifestacién -
del receptor Fec.

En animales que fueron tratados con LPS en donde se les
inyecté intravenosamente 20 ug. en .2 ml de PBS y aplicada in
travenosamente presentaron una marcada diferencia en los por-
centajes de rosetas (8%), comparados con animales que no fue-
ron tratados con LPS en cuyo caso las células extrafidas del - ]
fémul presentaban un 2% de rosetas.
\

Nuestros resultados indican que de alguna forma las célu

|
las necesitan de un mecanismo activador para gue el receptor ‘
Fc se manifieste. Wintrobe en 1974 (89) reporta que los meta- ‘
mielocitos permanecen de 8 a 14 dias en el compartimiento de ;
maduracién de la médula 6sea, posteriormente salef al torren- |
te sanguineo y finalmente al tejido en forma de polimorfonu--
cleados. Es claro en consecuencia, que si los metamielocitos
presentan receptores Fc in vivo y los polimorfonucleados no -

tienen estos receptores in vitro y los filtimos son més dife--~
renciados, entonces algin mecanismo existe in vitro para la -

induccién del receptor Fc y que &sta induccidn pueda ser me--

diada por lipopolisacéridos.
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Las condiciones encontradas para la mejor obtencibn de -

la protefina diferenciadora resultaron ser las siguientes: El
nfmero de c#lulas de cavidad peritoneal de 8 millones, resul-
té ser saturante ya que con 36 millones de macrbfagos en 5 ml
de medio de cultivo la actividad resulté§ ser igual (Gr&fica C)
sin embargo, durante el desarrollo de este trabajo y con el -
'£fn de tener una mayor seguridad en la presencia de la protef
na diferenciadora en el medio de cultivo, se considerd necesa
rio dejar a los macr8fagos 4 dfas (Gr&fica A) y con una con--
centracifn de 8 millones de macr8fagos de cavidad peritoneal,

ya que ninguna actividad inhibitoria se manifest§.

Al aumentar la cantidad de c8lulas indiferenciadas indu-
cidas por el medio condicionado, el porciento de receptores -
Fc incrementaba, por lo tanto, se puede suponer que el nfimero
de c8lulas indiferenciadas de m#dula Ssea est&n en relacibn -
directa al porciento del nfimero de rosetas formadas por la to
talidad de las c&lulas y que el ntmero total de rosetas que -
se pueden inducir depende exclusivamente del nfimero de precur
sores presentes, lLa lfnea punteada en la Gr&fica A ilustra es
ta observacién y es posible pensar en consecuencia que enh - -
nuestros experimentos exista un mayor nfmero de c€lulas indi-

ferenciadas como probables receptores a la protefna diferen--
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ciadora.

Es necesario seflalar que enh la elaboracibén de este traba
jo no se realizb ningln proceso d2 purificacibén bioquimico, -
para obtener la molécula diferenciadora, sino unicamente se -
trabajd con el medio obtenido directamente del cultivo de ma-
crbfagos activados con LPS con la finalidad de probar que me-
diante la t&cnica de formacibn de rosetas se obtienen resulta
dos mucho m&s r8pidos que utilizando 21 bioensayo en medios -
semi-s6lidos de agar que es la t&cnica habitual y que toma 7
dfas en lugar de dos dfas para obtener resultados como es el
caso con las rosetas, la t&cnica de rosetas presenta la ventag
ja adicional de reducir los riesgos de contaminacibdn va que -

el tiempo de cultivo es mucho m&s corto.

La utilizacién de microacarreadores primeramente descu--
biertos por Van Wezel (82, 83, 84, 85), presenta muchas venta
jas para los sistemas de cultivo in vitro , ya que como se in
crementa la superficie sflida de cultivo, la cual ofrece un -
soporte a las c&lulas, t8cil manejo, reduciendo el control fX
sico-quimico (la elaboracién del mismo) facilitando de esta -
forma su empleo y disminuyendo los grandes riesgos de la con-

taminacifn pues el manipuleo se puede reducir a un minimo. En
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este trabajo se intentb6 aprovechar las ventajas de los micro-
acarreadores para producir la protefna diferenciadora (MGI) a
partir de células fagociticas que evidentemente se prestarian
por sus propiedades de adnerencia a ser cultivadas en estos -

microacarreadores.

Resumiendo los resultados reportados en este trabajo son:

1. La deteccifn de la protefna diferenciadora MGI que se en--
cuentra en el medio de cultivo obtenido de macrSfagos da= -
cavidad peritoneal, es m&s ripida y por lo tanto, etectiva
cuando se mide la aparicién de rosetas gue cuando se utili
za la técnica tradicional d=1 biocensayo an agar, ya que el

tiempo para la obtencidn de resultados es mucho m&s corto

Yy por ende el trabajo se reduce enormemente,

2, Las células de m&dula 6sea necesitan' de un activador, (pro-

bablemente los lipopolisaclridos) para la aparicidn del Fc.

3. Es la primera ocasifn que se utiliza la t&cnica de los mi-
croacarreadores para producir la protefina diferenciadora -
MGI, lo cual abre el camino para un cultivo en masa y una

produccibdn de MGI con posibles aplicaciones terapefiticas,
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