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INTRODUCCION 

El presente trabajo ce realizó con el fín de poder de 

mostrar la efectividad de la respuesta hacia la diferencia-

ción celular de un cultivo de células de médula ósea de ra 

tón, expuestas a un factor obtenido de un cultivo de macró-

fagos de cavidad peritoneal, los fagocitos fueron obtenidos 

de ratones CD1, previamente tratados con una inyección in--

traperitoneal de caceinato de podio al 10%. los macráfagos 

pe cultivaron utilizando microacarreadores con el fín de au 

mentar la superficie de adhesión celular y con lipopolisacá 

ridos (obtenidos de las paredes de salmonella Iyausa) en -

una concentración de 5lug/ml, con la finalidad de activar -

los fagocitos, este medio fué cultivado con células de médu 

la ósea de ratón y el incremento en el porciento de la for- 

mación de rosetas se tomó como pauta a una buena manifesta-

ción de la diferenciación celular causada por la proteína - 

de bajo peso molecular llamado MGI (Inductor de Macrófago y 

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

Se revisaron lap series celulares• más importantes pa-

ra la elaboración del presente trabajo, así como el de,.arro 
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llo de las técnicas para el cultivo de las células de mamí-

feros utilizando microacarreadores, el factor Fc y aspectos 

importantes de la obtención y purificación de la proteína 

diferenciadora MG/. 

QER/E MONOCITICA 

La serie monocítica, consta de células mononuclearee 

en diferentes etapas de diferenciación (Esquema 1), son cé 

lulae fagocíticas probablemente relacionados con los macrd 

fagoe de los tejidos (88). Entre sus funciones (88 y 90), 

están los de la defensa corporal conzra infecciones sobre 

todo en la formación de granulomae y como células gigantes 

en la destrucción de tejidos lesionados, tambien intervie-

nen en las reacciones inmunes probablemente transformando 

el antígeno antes de que provoque una respuesta por los lin 

focitos (88). 

Los monocitos se originan en la médula ósea, pasa 

algún tiempo en la sangre periférica antes de emigrar ha-

cia loe tejidos y transformarse en histiocitos fagocita-

rios (88). 
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MORPOLOGIA 

Monoblasto: Se llama monoblasto a toda célula de la 

serie monocítica que tiene estructura cromatínica, y donde 

se pueden observar nucleolos. 

Promocito: Son células con núcleo dentado y parecen 

ah jóvenes que los monocitos en el contenido de la croma-

tina nuclear, ya que está más finamente dividida y contie-

ne nucleolos o residuos nucleolaree, se consideran interae 

dial entre las células blápticas y los monocitoe adultos, 

normalmente se observan en la sangre periférica. 

Monocito: Suelen ser más voluminosos en la sangre - 

periférica, el diámetro varia entre 16-22 micras, con colo 

ración de Wright, el citoplasma presenta color gris azulo-

so y pálido que parece más opaco que el citoplasma del lin 

focito, este organelo presenta gran número de partículas - 

finas de color azul y rojizo, es fuertemente vacuolado, el 

núcleo muchas veces es dentado, tiene estructura cromatina 

ca filamentosa que parece más condensada, en donde se reu- 

• 	 nen las fibras cromatínicas. Los monocitos se distinguen 
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de los linfocitosy mielocitos por sus dimensiones y por el 

aspecto del núcleo y del citoplasma. 

Macrófago: Las células que más interesan para este -

trabajo son los macrdfagos, los cuales pon fagocíticae, tie 

nen enzima. celulares, se caracterizan por la ingestidn de 

partículas. 

Son las cdlulae que se encargan de la defensa del or-

ganismo al ataque de agente. extrahos. 

Metchnikoff (88), estableció la importancia de estas 

célulae y lae estudia en diferentes animales, este trabajo 

fué reimpreso en 1968, además, la función fagocitice la ee-

tudió exteneamente mediante la inyección de ácido' vitales 

y material colorante ingerido por ertae células. 

LA SERIE GRANULOCITICA 

Loe granulocitoo constituyen la principal defensa del 

organismo contra infecciones bacterianas, la teoría del orí 

gen coincide en que en el adulto en circunetanciap normales, 
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la serie granulocitica nace en la médula ósea y provienen 
de los mielocitoe y pus precursores, que son mieloblastos 

(88) (Esquema II). 

MORPOLOGIA 

Mieloblaeto: Existen en médula ósea, no pe observan 

en sangre circulante excepto en algunos estados patológicos. 

El tamaho es de 11 a 18 micras, con colorante wright, el ma 

terial nuclear tiene coloración azul púrpura obscuro, la - 

cromatina está finamente dividida, punteada o en forma de 

hebras y solo se condensa alrededor de los bordee de loe nu 

cleolos, el citoplasma se tire de azul más ligero que el n4 

cleo, los mieloblaston dan reacción negativa a la peroxida-

ea. 

Progranulocito (Promielocito), ee la etapa continua - 

del desarrollo después del mieloblasto, a veces puede pare-

ceres al aieloblaeto con adición de gránulos citopllemicoe 

azuréfiloe, en esta etapa del desarrollo tienen la eetructu 

ra nuclear más burda que el mieloblaeto, son muy volumino-

sos y contienen,gran cantidad de gránulos aauráfiloe. La - 
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aparición de estos gránulos, parece estar relacionada con - 

la diferenciación de las proteínas citopláenicae. Thorell 

(88), ha 'demostrado que el mieloblasto tiene muchos polinu-

claótidos citopldemicos y un núcleo prominente. Cuando la 

célula madura, está en la etapa de progranulocito, los poli 

mucleótidos citopldsmicoe disminuyen, y al ir apareciendo - 

los gránulos, en lae etapas mielocítica ya no ee descubre _ 

RnA en el núcleo. 

Mielocito: Betas células eon lae primerae que tienen 

gránulos específicos (Neutrófiloe, eosinófilos, basófilos), 

tanto loe neutrófiloe cano loe eosinófiloe dan reacción po-

sitiva a la peroxidasa. Con el colorante eupravital pueden 

demoetrar en el citoplasma muchas pequeZae mitocondriae y - 

un número variable de cuerpoe rojos neutroe. El número, lo 

calización y disposición de estos cuerpoe ee utiliza como - 

base para la claeificación de las células según P1.1@ diferen 

tes etapas como mielocito A, B y C. 

Metamielocito (juvenil): La estructura cromática ee 

hace :Ríe grueea, persiste la granulación eepecifica y el nd 
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MEDULA 	, OSEA SANGRE TEJIDO 
'Conjunto de célu 
las primitivas - 
pluripotenciales. 

Conjunto de célu 
las multipoten-- 
ciales primiti-- 
vas, _ 

'Conjunto de célu 
las primitivas - 
especializadas. 

_ 

'Conjunto de célu 
las en madura---
ci6n y prolifera 
ci6n,  

Célula Madre Célula Tronco Célula Primitiva 
"SGM" 

Monoblasto 

Promonocito Monocito Macr6fago 

Cinética de la formación de células de la serie monocitica (88). 

ESQUEMA II 

MEDULA 	O S E A SANGRE 	TEJIDO 
Compartimiento 	Compartimiento 
células tronco 	mitatico 

Compartimiento 
maduraci6n y guardado , 	:. CGP 

S r--1 
MGP 

0.7 

9.5 hrs. 
• (T

i 
7- 6.3 hr 

: 
L__24 

i 	_ 
; ) Ce24)=-4  o4 	0:13,4() 	Al 	)( 

CFU 	célula tronco 	MB 	PRO 	MYEIO 
comisionada 

Compartimiento 

META 	BAND 	SEG 

	

3.6 	2.5 

14 1...--...8 a 	días 

95 hm 

de tallos 	2.6 	2.7 
C x 109  cel/kg 	(.14) 	(.51) 	(1.95) 

Tiempo de transito 
por compartimiento 	18 hrs. 	24 hrs. 	104 hrs. 	40 hra. 66 hra. 

Cinética de la Producci6n de células de la serie Gramulocitica (88). 
CPU: Unidad formadora de colonias. MB: Mieloblasto. PRO, Progranulocito. MYEIO: Mielocito. 
META: Metamielocito. DM: Célula en banda. SEG: Célula segmentada. 



8. 

e 
clec adopta la forma dentada, en eeta etapa la célula reci 

be también el nombre de metamieloblaeto. 

CELULAR TETAENTADAS (Polimorfonuclearee). 

5e trata de células completamente desarrolladas -

de la serie granulocítica, cuyo núcleo contiene 1 d más ld 

bulos unidos por conexiones filamentosas. La cromatina nu 

olear es densa y tiene aspecto de bloques o nudos unidos -

por fibras. El citoplasma contiene gran número de gránu--

loe que se tiften específicamente con el colorante de Wright 

DESARROLLO DE LAS TEC1ICAS PARA-  EL CULTIVO DE LAS CELULAR 

DE MAMIPEROR 

Los primeros trabajos en demostrar inequívocamen-

te que las células de mamíferos pueden ser cultivados in -

vitro, por un período de tiempo determinado fueron realiza 

dos por Carrel (82). En muchos de los trabajos recientes 

(83, 84), se concentran para que las metodologlas de culti 

vos en suspensión tengan un mayor rendimiento con un míni-

mo esfuerzo. 

Re tienen que utilizar evidentemente superficies 

sdlida, como el primer requerimiento para el crecimiento -

de estas células. 
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La gran escala de cultivos masivos ha pido de mucho -

interés por varioe atos, ya que las aplicaciones prácticas 

que puede acarrear el cultivo in vitro de las células de ma 

míferos son muchas, por ejemplo: las células cultivadas ma 

vivamente pueden ser utilizadas a eu vez como sustrato en -

la multiplicación de partículas virales y eu más inmediata 

aplicación sería para la producción y obtención de vacunas 

viralee o de productos viralep, ésto en nuestros días ee 

una de lee mejores industrias químico-farmacobiológicas, 

(82, 83). 

El desarrollo para la técnica del cultivo con microa-

carreadores, (Dibujo No. 1), para lbs células de mamíferos 

se debe a Van Wesel (82), y posteriormente se desarrollaron 

otras técnicas para loe cultivos en suepensidn (84), con ée 

to ahora se pueden producir un sinnúmero de elementos úti-

les para su eetudio o para la aplicación terapéutica de loe 

microacarreadoree dentro de las tecnologíae para loe culti-

vos masivos de célulae de mamíferoe. 

Mos experimentos originales realizados por Van Wesel 

(82, 83, 84, 85), en donde utilizó como microacarreadoree -

DEAE Sephadex A-50, se encontró que la utilización del DEAE 

Sephadex A-50 aumentaba la superficie para la adhesión celo 

lar y que facilitaba el manejo de un monocultivo celular. - 
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En cultivo con microacarreadores con un pequero) sistema de 

agitación se puede mantener en cultivo masivo células en 

una superficie pequeña y presenta ventajas, (Wesel 1967), -

(82), éstas pueden ser: Primero, la facilidad para el mane-

jo que reduce la contaminación, ya que evita un gran manipu 

leo y ademée se pueden llevar con mayor claridad los regis-

tros del pH, CO2, temperatura, concentración de oxígeno y -

cantidad de nutrientes (Wesel 1973) (83). 

En particular los microacarreadores tienen que preven 

ter una densidad muy parecida a la del medio de cultivo, 

con la finalidad que mediante una pequeña agitación perma-

nezcan en suspensión, además deben soportar varios cientos 

de células alrededor de la superficie del microacarreador, 

(aunque esto no guarde un orden de magnitud homogéneo en -

cuanto al número de células adheridas) y por último los mi-

croacarreadores no deben tener toxicidad para las células. 

Los materiales de DEAE Sephadex A-50, pueden ser más 

susceptibles para ser empleados como microacarreadores, aun 

que también se pueden utilizar productos similares como son 

DEAE Sephadex 25 y QAE sephadex, Polystirino y nilsan, con 

resultados satisfactorios siendo estos últimos materiales -

una especie de nylon, también ee han empleado para la manu-

factura de los microacarreadores Spherosil (una especie de 

vidrio poroso), presentando una gran desventaja, ya que pa- 
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ra cultivos celulares en suppeneión se utilizan una frecuen 

cia muy alta de agitación, provocando un choque continuo de 

loe microacarreadorep entre si y perjudicando a lee célu 

las. Los cultivos en donde se utilizan microacarreadores, 

ofrecen técnicas muy elegantes para producir en gran escala 

células y sus productos metabólicos que se pueden obtener -

(82, 83, 84, 85). 

RECEPTOR Fc 

El componente de las membranas celulares responsable 

del acoplamiento con IgG(2), se le define como receptor ?c. 

Estos receptores celulares tienen varia.,  funciones inmunoló 

gicas, que incluyen el de la fagocitosis, la particular lo-

calización de complejos inmunológicos, la transferencia pla 

cental del IgG, la dependencia de anticuerpos mediante la - 

citotoxicidad y la retroalimentación inhibitoria de la sín-

tesis de anticuerpos (23, 24, 25, 51). 

Lee diferentes funciones atribuidas al receptor Fc y 

a su eepecificidad tan diversificada en asociacidn con 

otroe componentes de la membrana celular es un punto muy -

importante en la heterOgeneidad de funcione.' que deeempeta 

la membrana celular (23, 25). 
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Lae diferentes propiedades y funciones del receptor 

Fe, pueden ser descritas para loe linfocitos, loe macrdfa-

gos y las células k. Estas remarcables diferencias se to-

man como base en la especificidad de IgG, (21, 23, 24, 51). 

La relación IgG-Pc sufre cambios cuando las membranas 

celulares con expuestas a diferentes temperaturas (21, 24). 

PROTEINA DIFERENCIADORA (MGI) 

La proteína encargada de la diferenciación celular a 

lo largo de la elaboración de este trabajo ee llamará induc 

tor de macrófagos y granulocitos (MGI), (8, 9, 10, 47, 48, 

76, 77, 78).  

En 1966, Bradley y Metcalf (8), reportaron que la cé-

lula y médula ósea contenían una clase de célula que forma-

ban colonias al ser cultivadas en altar en la presencia de -

material diferenciador, obtenido del cultivo del rihon o cé 

lulas embrionarias. La efectividad al ser sembradas, fué -

de una colonia por cada 2000 células indiferenciadas. Las 

colonias fueron claramente visibles al séptimo día y coneis 

tian en granulocitos maduros, fagocitos, mononucleadae o -

una mezcla de ambas (11, 22, 45, 46, 55). Al material esti 

mulador producido por el metabolismo celular Pa le llama - 
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también factor estimulador de colonias (9, 60). la presencia 

de este factor en el cultivo celular resulta ser eeencialmen 

te para la proliferación celular (45, 73). 

En 1967, Viraloinen y Defendi (86), reportaron que 

las célulis de cavidad peritoneal obtenidas por la inyección 

de féculas de almidón se reproducen en cultivo masivo el tie 

* nen la presencia de la proteína diferenciadora tomadora de 

colonias como le llama al MGI, obtenida del cultivo de una -

línea celular (42, 86). 

En 1973, Lin y Stewart (38), reportaron que lee cé-

lulat de cavidad peritoneal obtenidas,  por inyección de medio 

con tioglicolato y cultivadas subsecuentemente en altar semi-

cálido y en presencia MGI, de un cultivo de pulmón, formaban 

solamente macrófagos, diferentes al cultivo con células de j 

médula ósea y estas colonias no fueron visibles hasta el 21-

avo día de cultivo. 

En 1975, Stewart, Lin y Adlee (80), exponen que so-

lo las células de cavidad peritoneal presentan colonias cuan 

do son cultivadas en medio líquido y MGI de pulmón, formando 

colonias de células diferentes a las que aparecen en el cul-

tivo de solar, estas colonias son visibles al décimo o docea-

vo día de cultivo. Estudios subsecuentes demuestran que es- 
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te factor estiaulador de coloniae ee producido por fagocitoe 
• 	 mononucleados (36). 

Cuando lee células indiferenciadae y otros tejidos 

son cultivados, variando la concentración de MGI la multi—

plicación de macrófagos es siempre constante al rango de -

concentración de las células indiferenciadas y a la capaci 

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

El porcentaje de diferenciación celular puede dismi 

nuir si la concentración de MGI, ee baja durante el perío- 

do de cultivo (7, 42, 73). 	Sin embargo la producción de 

inhibidores o la disminución de los nutrientee esencialmente 

perjudica eete porcentaje, aunque para la cuantificación de 

eete efecto se requiere de una dosis baetante pequeña (73). 

Stanley et al 1976, desempeñaron un estudio exhaueti 

vo realizando la comparación de una gama muy amplia de fuen-

tes 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 ósea, bazo, hígado, pulmón ce-

rebro, corazón, intestino delgado, testículos, mleculo es-

qualético, suero de sangre normal (9, 10, 11, 21, 32, 53, 
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54, 66, 71). 

Una de las fuentes de las més utilizadas para la pro 

&Loción de.MGI, es el suero de sangre de ratón, cuando es 

inyectado con endotóxicos por ejemplo: de Salmonella typho 

ea (16, 44, 59, 63, 65), 

Los subproductos del cultivo de las línea, celulares 

presentan cantidades considerables de MGI (6, 7, 21, 38, -

41, 73, 87, 90). Las observaciones realizadas por Bradley 

et al (9), para el suero normal de ratón son mucho menores 

en respuestas cuando se presentan las leucemias esponténeas 

en ratones ABR. (9, 60). También se encontró que otras ce 

pa' de ratones (0 - - 3X 	C5781), los resultados son mucho me- 

nores (43). 

Otra fuente también muy efectiva para la obtención -

de MGI, es la orina del humano, puede para su uso ser dia-

lizada, centrifugada y esterilizada por filtración, (61, -

62, 74, 76, 88). 
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Prival et al (58), citan que vale la pena separar -

las células adherentee de la cavidad peritoneal, ya que -

producen una aceptable cantidad de MGI, cantidad que sumen 

ta cuando pon cultivado' en la presencia de varios agentes 

(mitógenos y antígenos) (3, 4, 37). 

Lae propiedades físicas. y químicas de la proteína -

MGI, fueron obtenidas de diferentes fuentes, mediante enea 

yoe biológicos realizados con células de médula ósea en 

agar (73, 75). La actividad biológica de la proteína se -

puede resumir en tres fases: 

a) Las dosis de la proliferación puede ser pequeña para 

causar una respuesta adecuada, aunque también, la ba 

ja en el porcentaje de diferenciación celular, puede 

ser por una baja en la concentración del medio condi 

cionado utilizado. (73, 75). 

b) El MGI puede tener actividad biológica con células 

indiferenciadas de médula ósea, aeí como con macrófa 

goe de cavidad peritoneal. 

c) Cuando el factor de diferenciación celular (MGI), es 

purificado exhauetivamente no pierde cu actividad bio 

lógica (73. 75). 
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El factor ha ,'ido parcialmente purificado y caracte-

rizado de varias fuentes descritas anteriormente. En gene-

ral todas ellas presentan propiedades similares, por ejem—

plo: No existe la pérdida de la actividad si éste es proce 

nado mediante liofilizacidn, ni al per dializado tampoco es 

desactivado cuando se emplea para su extracción en fase lí-

quida 1M. NaCl, 6 8M de urea (76), el material es estable -

cuando se calienta a 60°C, pero pierde actividad cuando la 

temperatura es aumentada progresivamente. El factor es tam 

bién estable cuando es cultivado por un lapso de tiempo pro 

longado en un rango de pH desde 2 a 12, pero se pierde la -

actividad cuando es incubado a 2h menores y mayores que el 

rango anteriormente enunciado. El factor puede ser precipi 

tado por una fracción saturada de rid2  so4, o por una frac-

ción de etanol del 32 al 50% de concentración. 

La actividad del MGI por varios tratamientos de enzi 

mas suminietradas se ha empleada para muchos eptudioe de -

abundancia y de resistencia a la digestión, por nucleasa, - 

glicosidasa, fosfalipasas y otras enzimap proteolíticas, pe 

ro la mayor actividad ha sido obtenida mediante tratamien-

tos con pronasas y quimiotrippines (6, 15, 33, 72, 73, 76,-

79, 86, 87). 
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• El MGI, se reporta algunas veces como una glicoproteí 

na (65, 68), por otro lado también es reportado con una he-

terogeneidad en el peso molecular. Es una molécula con en 

tidad biológica y actividad ligada a la diferenciación celu 

lar (73). Las discrepancias aparentes entre los diferentes 

pesos moleculares son posiblemente debidos a las separacio-

nes moleculares por diferentes metodologías utilizadas, por 

ejemplo: loe pesos determinados en la utilización de dife 

rentes geles cromato gráficos= en la velocidad de filtración 

y en la de sedimentación (77). También hay que hacer notar 

que en la preparación del gel, se toman grotescos rangos de 

separación para el material purificado. 

Stanley et al (74, 76), purificaron MGI de orina de 

humano con un 14 al 4014 de la recuperación de la actividad 

y un aparente peso molecular entre 45000 a 60000 daltons. 

(72). También se han examinado fuentes de embriones de po-

llo, medio condicionado de líneas celulares y células de ra 

tón con propiedades similares y pesos moleculares aproxima-

dos a 64000 daltons (72, 741 76). 

Austin (6) purificó MGI del pulmón obteniendo un peso 

molecular aproximadamente de 73000 daltone, por la combina-

ción entre el gel de filtración y la velocidad de sedimenta 

ci6ninp un gradiente de encomia. 
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Laudau y Sachs (33) y Gues y Sache (30), han purifica-

do MGI de líneas de fibroblasto obtenidas de ratón 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 JIS-V5, de células tumorales fibro-

blastoidee embrionarios y orina humana con un peso molecular 

de 75000 daltone. 

Burguesa et al (13, 14). Fojo et al (27), pudieron caracteri 

zar este factor con pesos moleculares de 30000 y 40000 dal-

tons respectivamente. 

IIP0P0LIRACARIDO1 

Los lipopolisacáridos son obtenidos de las paredes de 

las bacterias gram negativas y presentan una gran actividad 

en los procesos inmunológicon, además se han empleado para -

la obtención del MGI. (14, 38, 52, 56, 58) mediante una in-

yección intravenosamente de endotoxinan de (Salmonella typho  

pa), loe ratones producen una gran actividad biológica en su 

suero cuando éste fué cultivado con células indiferenciadas, 

en medio semipólido de altar. 
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Remarcando el propdpito de este trabajo, fué demostrar 

que mediante un cultivo de macrófagos se obtiene una proteína 

(MGI) que se encarga de la diferenciación de los precursores 

celulares de granulocitos y monocitos y que la aparición del 

receptor Fc es parte del camino hacía la diferenciación celu-

lar. 



METODOLO3IA 

ANIMALES 

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

nacidos. 

DBTENCION Y CULTIVO DE MACROFAGOS 

La cavidad peritoneal de los ratones fuá estimulada me--

diante una inyección de 2.5 ml. de caseinato de sodio (Difco 

Lab. Detroit Michigan U.S.A.), al 10% en una solución amorti-

guadora de fosfatos (PBS), (CaC12 0.10 grm/L, NaCl, 8 grm/L. 

NaHP047H20 2.16 grm/L, KH2PO4  0.20 grm/L, EIC12  0.10 grm/L, - 

KC1 0.20 grm/L) a un pH de 7.2 esterilizado por autoclave. --

Despuás de 4 días de la inyección los animales fueron sacrifi 

cados por deservicación y las células de la cavidad peritone-

al recogidas mediante inyección de lavado de 15 ml. de PBS --

por cada animal. Las células fueron colocadas en tubos de cen 

trífuga 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 concentración de 4 X 105  microacarreadores por 
a 

plato petri de 50 X 10 mm. 

Después de 24 hrs. de incubación a 37°C con 10% de CO2 y 

tina humedad relativa 95%, los microacarreadores con las célu-

las adheridas fueron lavadas con PBS mediante 2 centrifugacio 

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

nella typhosa (Difco, la Detroit Mich. U.S.A.), de 10 pg/M1. 

por plato patri incubado el tiempo necesario en las condicio-

nes anteriores expuestas según el caso. Al término de la incu 

bación, se recolectaba todo el medio condicionado y se centri 

fugaba a 900 g. durante 10 minutos, decantando posteriormente 

el medio y guardándolo en un recipiente estgril a 20°C para - 

su posterior utilización. 

CULTIVO DEL PULMON 

Para los ensayos biológicos se tomó el cultivo con medio 

condicionado por pulmón como un control positivo, ya que tie-

ne una gran actividad biológica. 
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Se inyectaron ratones (intravenosamente) con 20 pg/ml. - 

de LPS solubilizados en 0.2 ml. de PBS y esterilizados duran-

te 15 min. en una autoclave,después de 6 hrs. de la inyección 

los ratones fueron decervicados extrayéndoles los pulmones --

que después se cultivaron en 5 ml. de medio EAGLE'S durante - 

48 hrs. en las mismas condiciones anteriormente especificadas. 

El medio fué colectado por una centrifugación a 900g durante 

5 minutos y guardándolo para su posterior utilización a 20°C. 

(13, 27). 

CULTIVO DE CELULAS INDIFERENCIADAS 

Las células de médula ósea fueron extraídas de los fému-

res de los ratones y se cultivaron el tiempo necesario según 

el caso en medio EAGLE'S con 10% FCS, adicionándole medio con 

dicionado obtenido de pulmón y de macr6fagos (MGI). Para la - 

comprobación de actividad biológica se utilizó el bioensayo - 

de formación de rosetas EA que a continuación se describe. 

La formación de rosetas con eritrocitos de borrego se hi 

zo usando la modificación empleada para BIANCO et al en 1970. 

Los eritrocitos de borrego fueron incubados con una con- 
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centraci6n de 1:600 de IgG (Cordis Lab. Miami Flo., 33137, U. 

S.A1), durante 30 min. a 37°C la determinación del porcentaje 

de rosetas fué determinado con 1 X 108  eritrocitos EA que fue 

ron mezclados con 1 X 106  de células indiferenciadas de médu-

la 6sea manteniéndolas en cultivo y expuestas a 1 ml. de me--

dio condicionado MGI (obtenido del cultivo de macráfagos de - 

cavidad peritoneal). 

Las células fueron puestas en tubos de centrifuga de 15 

ml. realizando un lavado con PBS por medio de una centrifuga-

ción a 900g durante 5 minutos (en tres ocasiones para elimi—

nar el medio de cultivo) y posteriormente adicionándoles los 

eritrocitos EA en un volumen de 0.5 ml. preparados con PBS y 

centrifugados durante 3 min. a 500g e incubadas 30 min. a --

37°C sin resuspenderlas. Finalmente las células fueron resus-

pendidas por pipetacián utilizando una pipeta Pasteur y el --

porcentaje de células con más de 8 eritrocitos se determinó - 

como roseta por canteo en el hemocit6metro. (2, 3). 



RESULTADOS 

DESCRIPCION DE RESULTADOS 

Los resultados descritos en la Tabla I fueron de células 

de médula ósea que se cultivaron con la proteína diferenciado 

ra obtenida del cultivo de pulmón, (el cual se tomó como tes-

tigo positivo de dicha actividad diferenciadora) y que repre-

senta un 15% de rosetas, como testigo negativo se utilizaron 

células de fémur cultivadas sin medio que contenga activador 

de la diferenciación celular (61), obteniéndose un 2% de for-

mación de rosetas. Cabe señalar que para obtener el porciento 

en cada uno de los casos incluyendo los demás resultados, ca-

da experimento se efectuó cuatro veces y por duplicado. 

El 12% de rosetas para el MGI obtenido del cultivo del - 

macrófago de cavidad peritoneal en una concentración de 8 X - 

106  (activados con 10 pg/ml de lipopolisacáridos de S. thypo-

sa). 

Las células de médula ósea 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 observar la cantidad de rosetas - 

obtenidas del cultivo de macr6fagos en diferentes concentra--

ciones y cultivando células de fémur también en diferentes --

concentraciones. Como control positivo se utilizó medio del - 

cultivo de pulmón en el que se observó un 18% de formación de 

rosetas. El control negativo fug el cultivo de células de mé-

dula ósea sin medio condicionado. 

En la Tabla II la cantidad de rosetas observadas para el 

número de células de médula ósea en una concentración de 8 X 

106  y 1'3I (obtenido del cultivo de macr6fagos en una concen—

tración de 8 X 106), correspondieron a un porcentaje de rose-

tas del 15%. El 16% de rosetas que se observó para el MGI de 

macredagos en una concentración de 16 X 106  y que posterior--

mente se cultivó con 16 X 106  células inzliferenciadas. También 

se puede observar un 17% de la formación de rosetas, para el 

MGI obtenido de 32 X I06  macr6fagos y cultivando la misma can 

tidad de células indiferenciadas de médula ósea para el con--

trol negativo se observaron valores de el 2% en la formación 

de rosetas. 

En otro experimento en donde los ratones fueron inyecta- 
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TABLA I 

y, ROSETAS MEDIO CONDICIONADO 

15 Pulmón 

2 * 

12 Macrófagos de cavidad peri-
toneal 

14 LPS 

* Células fémur cultivadas sin medio que contenga MGI 

LPS Células de médula ósea de ratón inyectado por 6 hrs 

con lipopolisacáridos y cultivados por dos días pa-

ra la medición de rosetas. 

TABLA 	II 

% 	ROSETAS MEDIO CONDICIONADO N° DE CELULAS DE 
MEDULA OSEA 

15 MGI de cultivo de ma- 
créfagos 8 X 106  

8 X 106  

16 MGI de cultivo de ma- 
créfagos 16 X 106  

16 X 106  

17 MGI de cultivo de ma- 
créfagos 32 X 106  

. 	, 

32 X 106  

2 * 16 X 106  

18 MGI del cultivo de 
pulmón 

16 X 106  

* Sin medio condicionado. 

• 
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las células indiferenciadas presentaron una concentración del 

8% de rosetas, también se sacrificaron a ratones sin ser in--

yectados para medirse la cantidad de rosetas y estas células 

indiferenciadas presentaron una concentración del 2%. Esto pa 

rece indicar que el factor inmunológico (Fc) existe en las cé 

lulas indiferenciadas de la médula ósea de los ratones, pero 

necesitan un activador para que se manifieste (89). 

La gráfica A, nos representa los valores de las rosetas 

obtenidas con una concentración constante de células indife--

ranciadas expuestas al medio condicionado, (obtenido del cul-

tivo de macrófagos de cavidad seritoneal). La línea en senti-

do horizontal en la parte superior de la gráfica nos indica - 

el valor obtenido por el control positivo que en este caso 

fuá medio condicionado obtenido del cultivo de los pulmones - 

del ratón, la línea horizontal de la parte inferior nos dá- la 

cantidad de rosetas para nuestro control negativo. 

En valores encontrados para el MGI proveniente del culti 

vo celular de macrófagos, se puede observar que a medida que 

la cantidad de células de cavidad peritoneal fueron cultiva--

das, la respuesta de la aparición de rosetas también se fu& - 

incrementando. La linea punteada representa el valor que se - 
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esperaría aumenten las rosetas si no existiese alguna inhibi-

ción. Evidentemente existe inhibición, ya que la linea de los 

valores encontrados presenta una inflección y es posible supo 

ner que sea debido a la falta de células indiferenciadas que 

actúen como posibles receptores al MGI. Datos que apoyan esta 

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

En la Gráfica B, se observa la cantidad de rosetas obte-

nidas con medio condicionado (MGI, obtenido de un cultivo de 

macrófagos en una concentración de 8 X 106, utilizando cono - 

área de adhesión celular CYTODEX I) induciendo a la diferen—

ciación células del fémur del ratón en donde el mejor tiempo 

para medir la cantidad de rosetas es de 48 hrs. y por consi--

guiente a medida que avanza el tiempo, la cantidad del número 

de rosetas también decrece. 

Resultados mucho menores se observan para el tiempo de - 

72 hrs. y mucho más pequeños a las 96 hrs. De los resultados 

obtenidos en el tiempo óptimo de cultivo celular para las cé-

lulas indiferenciadas del fémur del ratón es de 48 hrs. con - 

una cantidad de 12.7% de rosetas. 

La Gráfica C, representa la cantidad de rosetas obteni-- 
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das por la actividad diferenciadora del medio condicionado --

(del cultivo de macrófagos, de la cavidad peritoneal de los 

ratones en una concentración de 8 X 106) que fué obtenido a 

diferentes tiempos. El MGI obtenido a las 12 hrs. reporta un 

10% en la formación de rosetas y para las 24 hrs. el MGI obte 

nido presenta una respuesta casi similar para los demás tiem-

pos, ya que para 24 hrs. la  cantidad de rosetas es de 20% pa-

ra las 48 hrs. de 20.5% y así sucesivamente se pueden obser—

var los resultados que por consiguiente parece ser que la can 

tidad de MGI óptima se puede obtener a las 24 HRS. aunque es 

conveniente cultivar a los macrófagos 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 Y CONCLUSIONES 

El presente trabajo fué realizado usando una proteína di 

ferenciadora de células mieloides provenientes de un cultivo 

de macrófagos de cavidad peritoneal activados previamente por 

'una inyección de caseinato de sodio y cultivados en medio lí-

quido con microacarreadores, con la finalidad de incrementar 

la superficie de adhesión celular, para obtener una mayor pro 

ducción de la proteína diferenciadora, se utilizaron lipopoli 

sacáridos (LPS) de Salmonella tyohosa. 

La medición '.1.e la diferenciación celular de las células 

de médula ósea expuestas a esto medio condicionado, fué me---

diante un bioensayo que determina la formación de rosetas Fc, 

la aparición del receptor a Fc en la membrana celular forma - 

parte de la inducción hacia el camino de la diferenciación ce 

lular. 

Según los resultados obtenidos en este trabajo se puede 

observar que las células de médula ósea no presentan receptor 

a Fc, ésto 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 manifestación - 

del receptor Fc. 

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 extraídas del - 

fémul presentaban un 2% de rosetas. 

Nuestros resultados indican que de alguna forma las célu 

las necesitan de un mecanismo activador para que el receptor 

Fc se manifieste. Wintrobe en 1974 (89) reporta que los meta-

mielocitos permanecen de 8 a 14 días en el compartimiento de 

maduración de la médula ósea, posteriormente sa14 al torren-

te sanguíneo 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 últimos son más dife-

renciados, entonces algún mecanismo existe in vitro para la - 

inducción del receptor Fc y que ésta inducción pueda ser me—

diada por lipopolisacáridos. 
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Las condiciones encontradas para la mejor obtención de - 

la proteína diferenciadora resultaron ser las siguientes: El 

número de células de cavidad peritoneal de 8 millones, resul-

té ser saturante ya que con 36 millones de macr6fagos en 5 ml 

de medio de cultivo la actividad resulté ser igual (Gráfica C) 

sin embargo, durante el desarrollo de este trabajo y con el - 

'fin de tener una mayor seguridad en la presencia de la protel 

na diferenciadora en el medio de cultivo, se consideré necesa 

rio dejar a los macréfagos 4 días (Gráfica A) y con una con--

centracién de 8 millones de macréfagos de cavidad peritoneal, 

ya que ninguna actividad inhibitoria se manifesté. 

Al aumentar la cantidad de células indiferenciadas indu- 

cidas por el medio condicionado, el porciento de receptores 

Fc incrementaba, por lo tanto, se puede suponer que el número 

de células indiferenciadas de médula ésea están en relación - 

directa al porciento del número de rosetas formadas por la to 

talidad de las células y que el número total de rosetas que - 

se pueden inducir depende exclusivamente del número de precur 

sores presentes. La línea punteada en la Gráfica A ilustra es 

ta observacién y es posible pensar en consecuencia que en - - 

nuestros experimentos exista un mayor número de células indi-

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

Es necesario señalar que en la elaboraci6n de este traba 

jo no se realiz6 nin0n proceso de purificaci6n bioquímico, 

para obtener la molécula diferenciadora, sino unicamente se 

trabajó con el medio obtenido directamente del cultivo de ma-

cr6fagos activados con LPS con la finalidad de probar que me-

diante la técnica de formaci6n de rosetas se obtienen resulta 

dos mucho más rápidos que utilizando el bioensayo en medios - 

semi-s6lidos de agar que es la técnica habitual y que toma 7 

días en lugar de dos días para'obtener resultados como es el 

caso con las rosetas, la técnica de rosetas presenta la venta 

ja adicional de reducir los riesgos de contaminaci6n ya que - 

el tiempo de cultivo es mucho más corto. 

La utilización 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 s6lida de cultivo, la cual ofrece un - 

soporte a las células, fácil manejo, reduciendo el control fi 

sico-químico (la elaboraci6n del mismo) facilitando de esta - 

forma su empleo y disminuyendo los grandes riesgos de la con-

taminación pues el manipuleo se puede reducir a un mínimo. En 
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este trabajo se intentó aprovechar las ventajas de los micro-

acarreadores para producir la proteína diferenciadora (MGI) a 

partir de células fagocíticas que evidentemente se prestarían 

por sus propiedades de adherencia a ser cultivadas en estos - 

microacarreadores. 

Resumiendo los resultados reportados en este trabajo son: 

1. La detección de la proteína diferenciadora MGI que se en--

cuentra en el medio de cultivo obtenido de macrófagos de - 

cavidad peritoneal, es más rápida y por lo tanto, etectiva 

cuando se mide la aparición de rosetas que cuando se utili 

za la técnica tradicional del bioensayo en agar, ya que el 

tiempo para la obtención de resultados es mucho más corto 

y por ende el trabajo se reduce enormemente. 

2. Las células de médula ósea necesitan•de un activador,(pro-

bablemente los lipopolisacáridos)para la aparición del Fc. 

3. Es la primera ocasión que se utiliza la técnica de los mi-

croacarreadores para producir la proteína diferenciadora - 

MGI, lo cual abre el camino para un cultivo en masa y una 

producción de MGI con posibles aplicaciones terapeeticas. 
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