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RESUMEN

En este trabajo sc evidencia la existencia de la mo-
lécula responsable de la induccidn de sitios recpetores para -
una de las enzimas del sistema del complemento (C ).

Para la obtencidn de esta wmolécula denominada C3RI -
(inductor de los receptores C3), se utilizd medio condicionado
del pulmdén proveniente de ratones de la cepa CD-1 previamente-

inoculados con lipopolisacdridos (LPS) de paredes célulares de

Salmonella typhimurium.

Por medio de la técnica de rosetas en las células de
médula Ssea utilizando eritrocitos de carnero recubiertos con-
anticuerpos y complemento (EAC) ; se determind el tiempo en el-
cual aparece esta molécula después de adiconar medio condicio-
nado de pulmdén (MCP) a las células en cultivo; asimismo, usan-
do diferentes concentraciones de este medio, se determind el -
volumen dptimo para la determinacidn in vitro de este factor.-
El tiempo en el cual se presentd la mayor induccidn de recepto
res Cy fue a las 96 horas y la concentracidn Sptima para su de
terminacidén fue de 5 por ciento de MCP.

Utilizando la cromatografia en Shephadex G-75, se de

termind el peso molecular del C_RI y por medio de electrdenfo-
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que en placa de Ultrodez se establecid su pH isoeléctrico, en-

contrdandose que el C3RI tiene un peso molecular de 35,000 dal-



tones y un pH isoeléctrico de 3.9,

La molécula de CBRI resulté ser termolédbil y suscep-
tible a la accidén de la tripsina, lo que nos indica que se tra
ta de una molécula de naturaleza proteica.

Asimismo, se establecid que el C,RI es independiente

3
del Colony Stimulation Factor (CSF) o Factor Estimulador de Co
lonjas (FEC), ya que no induce a la formacidn de colonias de —

macrb6fagos y granulocitos al utilizar la técnica de bicapa en-

agar.




OBJETIVOS

Para la realizacibn de este trabajo se plantearon .-
los siguientes objetivos:

1.~ Debido a que se ha registrado la participacidén -
de un factor inductor en la formacion de receptores para la re
gién Fc de las inmonoglobulinas en células de médula bsea y sa
biendo que estas células adguieren durante su diferenciacidén -
tanto el receptor Fo como el receptor ¢ del complemento, el -
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primer objetivo de este trabajo fue determinar si existe una -
molécula capaz de inducir la formacidn de los receptores C3.

2.- Determinar g1 el inductor gue participa en la -~
formacidn de receptores C3 es semejante al factor de estimula-
cidn de la colonia (CSF) (Colony Stimulation Factor) o al in--
ductor del granulocito macrdfago (MGI) (Macrophage Grafnulocy-
te Inductor), o si existe otra molécula responsable de esta --
induccidn.

3.~ Determinar las condiciones éptimas para la indug
cidn de los receptores C3 in vitro.

4.~ Con base eon la utilizacidn de la cromatografia -
en columna de Sephadex empleando diversas substancias de peso-
molecular conocido y por electroenfoque con anfolinas de pH es

pecifico, determinar el pesc molecular y el pH isoeléctrico de

este industor.



INIRODUCCION

Cultivo de teiidos.- Un camino importante en e. 3
tudio de la célula viviente se abrié cuando Harrison (26) en-
1909 demostrd que las células nerviosas embrionarias podian -
crecer y diferenciarse in_vitro. Esto 2id lugar a la técnica-
de cultivo de tejidos la cual junto con el trabajo de Carrel-
(26), tuvo gran repercusidn sobre la citologia y continda has
ta ahora desarrollandose en muchos aspentos diferentes. Uno -
de los principales resultados de esta técenica fué la demostra
cidén de guep como en los protozoarios, las células de los me-
tazoarios son potencialmente inmortales (27). De hecho el cul
tivo de Carrel de corazdn embrionario ha sido mantenido desde
1912 a través de miles de generaciones -elulares. Con el ais-~
lamiento de cepas puras de oélulas, el zultive de tejidos se-
ha convertido en una técnica ideal pora el estudio de la es—-
tructura y comportamiento de las células (27). Este andlisis-
se perfecciondé con la introduccidén de la microscopia de con--
traste de fases asi como el empleo de colorantes vitales. En-
tre los aspectos importantes estudiados por esta rama de la -
Biclogia Celular se encuentran: la naturaleza de la membrana-
celular, los receptores de membrana, l& reaccién de las célu~
las a cambios del medio, la nutricidén celular, el crecimiento,
la secrecidn y otras manifestaciones de la actividad celular-

(1.



El cultivo de tejidos consiste en transferir porcio-
nes de tejidos a un medio adecuado donde las células puedan --
adaptarse y crecer en forma auténoma al estar sometidas a una-
temperatura similar a la del cuerpo del animal y con oxigeno -
necesario para su desarrollo (30). La celulas crecen y en oca
siones se desplazan sobre el medio nutritivo pudiendo ser ob--
servadas en un microscopio de contraste de fases (1l1l).

Uno de los adelantos mi&s interesantes desde el punto
de vista citolégico ha sido el de las técnicas para el establg
cimiento de cepas celulares puras (20). Este tipo de investiga
cién se favorecié considerablemente mediante el uso de enzimas
(tripsina, colagenasa, etc.):; asi como también, por la utiliza
cién de otros medios mediante los cuales se pueden separar las
células del tejido y cultivar grandes masas de éstas en suspep
8ién 0 en cajas Petri como se ha hecho con las bacterias (30).
Es posible obtener colonias o clones de células de la divisién
de una sola y entonces:; por aislamiento apropiado, separar ce-
pas celulares puras (20).

El cultivo de tejido hematopoyético provee nuevas --
oportunidades para el estudio experimental de los factores que
determinan la direccién de la diferenciaciédn de los precurso--
res hematopoyéticos asi como la cinética célular de este teji-

do. Muchos de los problemas conectados con los mecanismos de -




inmanidad, tarbién requieren de los métodos de cultivo de teji
dos para su estudio ya que anteriormente era imposible inducir

la respuesta inmunitaria in vitro (29, 28),

Diferenciacién celular.- En los organismos multice-

lulares la mayoria de sus células se adaptan a condiciones ex-
ternas in vitro: en estas condiciones las células efectian la-
serie de modificaciones morfoldgicas que a nivel ontogenético-
efectuan in vivo hasta lograr una especializacidén progresiva -
en estructura y funcidn, constituyendo la diferenciacién celu-
lar que se produce continuamente a lo largo de la vida de un -
organismo (si bien esta diferenciacién alcanza su maxima expre.
8ién en el periodo embrionario) ( 34) . Solo en afios recientes -
el campo de la bjologia del desarrollo ha abandonado su enfo--
que morfoldgico, alcanzando los niveles celular y molecular. -
En este aspecto es importante establecer que la diferenciacién
celular se produce por lo comin sin un cambio cuantitativo del
genomio, ya que el hecho de que todas las células diploides de
un organismo tengan el mismo contenido de ADN sugiere que la -
diferenciacidén celular no depende de una ganancia o pérdida de
informacidén genética, sino de otros factores que actian proba-
blemente sobre los procesos de trascripcién y traduccién (37, -
24) .

En términos moleculares, la diferenciacién celular -




implica la sintesis preferente de algunas proteinas.especifi--

cas como la hemoglobina en los eritrocitos, la gamma-globulinsg
en los linfocitos, la actina y la miosina en las células muscu
lares, los receptores de la membrana en los macrdfagos, monoci
tos y linfocitos (35). Para inducir esta sintesis ciertos ge--
nes deberina trabajar en un momento preciso de la vida de de--
terminados tipos celulares. La diferenciacidn celular se podré
explicar en términos moleculares, Unicamente cuvando sea com- -
prendido el complejo mecanismo de la regulacidn genética que -
tiene lugar en las células superiores (36).

La hematopoyesis es la formacidn de células sangui--
neas nuevas y es un término usado gencralmente para describir-
las etapas de formacidén y maduracidn de los eritrocitos y leu-
cocitos existentes en la sangre {(28). La médula osea es el lu-
gar donde en la edad maduraz so lleva principalmente a cabo la-
generacién de estas células, teniendo a la Unidad Formadora de
Colonias (UFC) como punto de partida de todos los elementos --
mieloides. Asi para diferenciarce en eritrocito, la UFC presen
ta una serie de trasformaciones que comprenden al proeritro- -
blasto, eritoblasto basdéfilo, eritoblasto policromatéfilo, nor
moblasto, reticulocito y eritrocito. De la misma manera, para-
obtener a los linfocitos maduros; se parte de la UFC diferen--

ciandose en primer lugar en reticulocito linfocitico, en linfo

o




blasto, en linfocito grande y por Gltimo en linfocito pequefio-
el cual forma parte de la respuesta inmune en donde actua en -
dos tipos diferentes que son el linfocito B y el linfocito T -
(9).

En el embridén de ratén (o recien nacido), todos los-
tipos morfolégicos de células requeridas para la respuesta in-
munitaria han sido identificadas (48), pero les falta la capa-
cidad para funcionar activamente como células linfaticas. Esto
puede ser consecuencia de la maduracién retardada de recepto--
res adicionales de membrana. As{ los receptores para Fc y Cy~-
alcanzan madurez funcional en lapsos de amplitud variable, li-
mitando su capacidad al funcionamiento de la célula linfociti-
ca. La madurez de las células B para producir una respuesta in
munitaria heterogeneo de tipo adulto (en el ratén) ocurre ini-
cialmente a la edad de 1-2 semanas (2).

t jnductora a_djferengcjacjon celular.- El
descubrimiento de las substancias estimulantes de la diferen--
ciacién celular; conocidas como Factor Estimulante de las Colg
nias (Colony Stimulating Pactor - CSF) o Inductor de Granulocj
tos y Macr6fagos (Macrophage and Granulocyte Inductor - MGI) -
(3,4,31,41,46,47), ayuddé a determinar los cambios estructura--
les y morfolégicos jn vitro que se llevan a cabo en la dife--

renciacién celular. Estas substancias juegan un papel de regu-
!




lador fisiolégico tanto en el hombre como en los animales ya -

sea en condiciones in vivo © in vitro (3).

Existen varias fuentes de obtencidn de MGI, como son:
pulmén, higado, bazo, mnédula Osea, testiculos, Gtero, placenta
membranas fetales, misculo esquelético, cerebro, gldndulas sa-
livales, riﬁén, orina y en otras mas (5,33,37). En todas éstas
su produccidn es minima, por lo que para obtener mayores canti
dades con el objeto de hacer estudios in vitro, se ha recurri-
do a la activacidnde células mediante el empleo de endotoxinas
entre las cuales se encuentran los lipopolisacaridos (LPS) de-
bacterias Gram-negativas (39 44). Los granulocitos, neutrd6fi--
los y monocitos estan involucrados en la resistencia contra --
las infecciones, en consecuencia se han hecho estudios sobre -
el efecto de las endotoxinas (LPS) en las actividades prolife-
rativas de las poblaciones celulares, observdndose que produ--
cen una elevacidn en los niveles de MGI tanto in vivo como in-
vitro (6,7,42).

El MGI se considera una glucoproteina termoldbil y -
resistente a la accidén de la desoxirribonucleasa y ribonuclea-
sa, con un peso molecnlar muy variable (segin la fuente de ob-
tencidn) ; asi tenemos gue el MGI de orina humana tiene un peso
molecular de 45,000 y 85, G0 daltones {32), 21 MGI de medio --

condicionade Jde >Alulas L de ratdn con 70,000 dsltones (38) el




de linea célular Yosida Sarcoma con 22,000 7 25,000 daltones-—
(8), el de medio condicionado de pulmdn de raidn con 23,000 --
daltones (5), el de células pancredticas cancerigenas con - -
50,000 (37) y el de medio condicionado de pulmdédn humano con -
40,000 y 200,000 daltones (38).

Sistema inmune.- En el organismo el sistema inmu-~

ne se manifiesta por des tipos de defensas diferentes; la in-
munidad célular y la inmunidad humoral, ambos Lipos son con--
trolados por los linfocitos. El linfocito es la célula.en in-
munologia existiendo dos poblaciones; el linfocito T y ellin-~
focito B, los cuales aunque representan poblaciones separadas
actdan simultaneamente en diversos campos (2) .

Las células B son responsables de las funciones in-
munidad humoral, expresada a través de la produccidén de las -
protcinas plasmdticas circundantes denominadas anticuerpos o-
inmunoglobulinas; asi como tombién, de la produccidén de las -~
proteinas dre forman el sistema del complemento el cual es el
mediador humoral primario de las reaccicnes antigeno-anticuer
po (12).

Estructura de las_inmunoglobulinas.- Las inmunoglo

bulinas comprenden un grupo heterogéneo de proteinas que cong
tituyen el 20 por ciento de las proteinas plasmdticas totales.

Son glucoproteinas compuestas de B6 - 96 por ciento de poli-
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péptidos vy de 4 - 18 por ciento de carbohidratos; el componen
te polipeptidico posee casi todas las propiedades bioldgicas-
asociadas a los anticuerpos (23). Las inmunoglobulinas (Ig) -
se dividen en cinco grandes clases gue son: 1gG, IgM, Iga, --
IgD e IgE. Todas mostrando ciertas similitudes estructurales,
ya que presentan subunidades bisicas compuestas de cuatro ca-
denas polipéptidicas unidas por puentes disulfuro. Las dos --
mds grandes con PM de 53,000 a 75,000 daltones son conocidas-
como cadenas pesadas H: las otras dos mis pequefias tienen un-
PM . de 22,500 daltones vy son conocidas como cadenas ligeras L.
Al romper la molécula de lIg con papaina (la cual actua en pre
sencia de cisteina) se producen tres fragmentos, dos de los -
cuales son idénticos y cosntan de una cadena ligera L y la --
parte final amino de la cadena pesada H, cstos fragmentos for
man la porcidén llamada Fab {fijadores de antigeno), la terce-
ra pieza es conocida como fragmento Fo (fragmento de tipo - -
cristalizable) que contiene la parte terminal carboxilo en am
bas cadenas de tipo pesado H. La regidn Fc requla la fijacidn
de la molécula de Ig a las c<élulas (2,10,23) (fig. 1).

La actividad bioldgica de las Ig parece estar rela-
cionada a los rasgos estructurales determinados por la regién
Fec, y por su capacidad para aglutinar células y fijar el sis-

tema del complemento. También son importantes en relacién a -
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su capacidad para penetrar a las membranas corporales o para
fijarse en los sitios apropiados sobre las membranas celula-
res.

El sistema del complememto.- El complemento es -

el mediador humoral primario de las rcacciones Antigeno - An
ticuerpo (Ag - Ac), consiste de una serie de 15 proteinas sg
ricas quimica e inmunoldgicamente distintas gque son capaces-
de actuar de manera reciproca con el Ac y <on las membranas-
celulares (2,22). Esta reciprocidad genera la actividad bio-
légica; es decir, la accién de este sistema va desde la 1li--
sis celular hasta la mediacidn directa de los procesos infla
matorios; ademas, recluta otros factores humorales y célula-
res consiguiendo la participacion de ellos, induciendo la 1i
beracién de histamina de las células cebadas, la emigracidn-
de los leucocitos, la fagocitosis y la liberacién de loscong
tituyentes lisosémicos de los fagoecitos (17). Las proteinas-
individuales de este sistema se encuentran normalmente en --
circulacidn como moléculas precursoras inactivas comprendien
do el 15 por ciento de la fraccidn globulinica del plasma y-

C, C, v C_. Cada compenente -

se designan: ¢, ¢, o, Cc, ¢ € Y
ne ’ B L 8 Y T

T s
debe ser activado sucesivamente en condiciones apropiadas pa

ra que progrese una reaccion del complamento.

La mayoyr pavte Jdo las actividades bidldgicas impox




tantes del sistema del complemento ocurren durante la activa-

cién de los dltimos G componentes o sea desde el €, hasta ¢l
C9

Existen dos vias independientes que conducen a ia -
activacidn de la porcidn terminal de la serie del comnplemento:
estas vias son la clésica v la alterna o de la properdina, am
bas desencadenadas por substancias diferentes. Las dos vias -
convergen en el punto medio del sistema (C3) y el resto de --
la serie es comin para ambas vias (Fig. 2).

via cldsica del complemento.- La via cldsica com--
prende los pasos de reaccidén de los componentes: primario - -
(Cl), secundario (C2), terciario (C3) v cuaternario (C ) del-
complemento. Esta via puede ser activada por el complejo Anti
geno Anticuerpo o por inmunoglobulinas (principalmente del ti
po IgG). Entre las subclases de IgG:; la IgG3 es la més activa
seguida por IgGl e IgG2. La activacién inmunitaria ocurre - -
cuando se combina el primer componente del complemento (Cl) -
con un sitio localizado en la regidén Fc de la molécula de IgG
(FPig. 2).

La via clésica del complemento en una serie de reag
ciones reciprocas enzima-sustrato y proteina-proteina que con
ducen a la formacidén sucesiva de diversas enzimas del comple-

mento. Estas reacciones son altamente especificas y un estimu




lo relativamente pequeiio puede conducir a la generacidn de -
estos productos bioldgicamente activos (2).

Via alternativa del complemento. Esta via también-
es llamada de la properdina, la cual puede scor activada por-
IghA, 1gG e IgE: asi como por cientos polisacaridos, lipopoli
sacaridos y enzimas semejantes a la tripsina. Los factores -
gue intervienen en csta via son; la properdina, el factor A-
{semejante a C4), una substancia termolabil llamada factor B
(semejante a Cz), v el factor D (fig. 2) (1,22).

Tanto la via clisica como la via alternativa se --
unen en el componente C3 para formar la procién terminal de-
la serie de factores del complemento gue actua directamente-
sobre las membranas celulares. Por consecuencia, la interac-
cidn en la membrana es realizada por la serie CS ~ Cq gene--
rando citotoxicidad y lisis en ella.

. Receptores de membrana,- En affos recientes se han-

identificado una gran variedad de receptores sobre la super-
ficie de varias células entre las que se encuentran; los lin
focitos B los linfocitos T macrdéfagos y células de médula --
6sea. La identificacidén de los receptores sobre estas cé&lu--
las ha ayudado a distinguir la diferencia entre una y otra -
célula asi como la distincidn entre una célula maligna o noyx

mal (13).

Pos maor OLagos, won. 2tos, b uvaes s poliworfonu-
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cleares y los linfocitos B Lienen receptorcs para Cy v Fc.

Cuando la célula efectora o reaccionante es fagoci
taria, la insercién de C3 facilita la adherencia y la inges-
tidén intensificando asi la fagocitosis. Los receptores para-
63 también se encuentran en eritrocitos humanos vy &n las pla
quetas de varias especies animales. El significado bioldgico
de la adherencia de C3 en los eritrocitos humanos no es cla-
ra aunque puede ser un mecanismo inmovilizador importante al
enfrentarse con agentes patdgenos. En los linfocitos B, los-
receptores C3 ayudan a poner a los antigenocs en contacto di-
recto con la superficie de las células potencialmente forma-
doras de los anticuerpos (14). Es posible que de esta manera
los componentes unidos del complemento desempefien algln pa--
pel en la induccidn de una respuesta jnmunitaria (43).

Los receptores para Fo vy Cq pueden alcanzar madu--
rez funcional en lapsos de awnplitud variable, limitando la -
capacidad funcional de la célula (se ha detectado que estos-

receptores tienen propiedades proteicas). £l €, activado so-

3
bre la superficie de las hacterias sirve aparentemente como-
un puente entre las bacterias y el fagocito acelerando su in
gestidn.

Se ha demostrado que hay un distinto orden de apa-

ricién de los receptores de membrana durante la diferencia--
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cidén de los linfocitos T y B. También estudios hechos sobre -
cultivos de leucocitos de tipo leucémico y normales de médula
Osea han indicado la aparicién de receptores para Cy v Fo, re
lacionados con el proceso de diferenciacidn celular (25).

Existen varias técenicas para identificar los recep-
tores de membrana; una de ellas es la utilizacidn de rosetas-
con eritrocitos de carnero més IgG para detectar los recepto-
res .Fc: asi como también, al agregar el complemento se pueden
registrar los receptores C3. Otras técnicas son la autorradip
grafia y la fluorescencia directa o indirecta.

La identificacidn de los receptores en tejidos sec-
cionados es més dificil que la identificacidén de los mismos -
en 'células en suspensidn; esto se debe a que existen pocas --
porciones de membrana expuestas en los tejidos seccionados, -
ocurriendo lo contrario en los tejidos en suspensidén. Por es-
ta razén, la técnice de cultivo usada juega un papel importan
te para la identificacidn de los rceceptores.

Los receptores'de membrana representan marcadores -
potenciales para el estudio de la distribucidén y movilidad de
los componentes de la superficie celular vya gue los recepto--
res estdn dispersos sobre la membrana celular. Varias eviden-
cias indican que la interaccién de wicrotibulos con la membra

na es un reguerimiento esencial para la formaeidn de clertos-



componentes de la membrana como los receptores, los males se
ha demostrado que pertenecen a las proteinas de membranas

45) .

Formacidn de rosetas en relacidn con receptores de-

membrana.- Los linfocitos humancs y los eritrocitos de carng
ro llegan a unirse cuando son puestos en estrecho contacto in
vitro. Cuando en los linfocitos estan adheridos los eritroci-
tos de carnexro dan la apariencia de una roseta al observarlos
al microscopio. El descubrimiento de este fendmeno suxgid del
estudio de receptores para Ag-Ac en linfocitos. Las células -
de bhorrego son usadas como antigenos © como células indicado-
ras de receptores de membrana, inicialmente esta técnica se -
uso para detectar a los linfocitos T que tienen la propiedad-
de fijar los eritrocitos de carnevo (13).

Estudios de otras subpollacionss de linfocitos indi
can que los linfocitos B también tienen receptores de membra-
na para formar rosetas con eritrocitos de carnero adheridos a
Ig o al complemento (C3). Para que se realice la formacidn de
una roseta debe existir una proporcidn de 20-100 eritrocitos-
de carnero por un linfocito, consideréndose como roseta cuan-
do seis o mds eritrocitos de carnero se adhieren a un linfocji
to (19) .

Cuando las rosetas se forman utilizando unicamente-
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eritrocitos; se llaman rosetas E. Cuando se utilizan eritroci
tos de carneros mds Ig; se llaman rosetas EA, y cuando se utj
lizan estos eritrocitos con Ig mids complemento (C3), se lla--
man rosetas EAC.

Ademds de los eritrocitos de carnero, existen - -
otras cédlulas capaces de formar rosetas; entre éstas se en- -
cuentran, los eritrocitos de mono, los de cerdo, de perro, de

caballo, de pollo, de gato, de cabra y de buey (13).




MATERIALES ¥ HETODOS

Animales.- Se emplearon ratones de la cepa CD-1 de

ambos sexos y de 6 a 8 semanas Jde nacidos.

Medio de cultivo.~ Se utilizd medio de cultivo de-

Eagle (BEM) (Bagle's Medium, GIBCO U.S.A.) (apendice) con 3.7-
g/l de Carbonato de Sodio y antibidticos (penicilina 100 UI/-
ml, estreptomicina 100 mcg/ml.). El medio preparado se ajusté
a un pH de 7.2 y se filtrd para fines estériles con filtros -
de membrana (Millipore U. S. A.) con un poro de 0.22 de diime
tro. (rutinariamente se verifica su esterilidad) . El medio -
estéril se guardd en recipiente de vidrio a 4° C y antes de -
usarse de calentdé a 37° C. En el momentc de sembrar las célu-
las; el medio de cultivo consistid de EM mds 10 por cientoc de
suero fetal (Fetal Calf Serum, GIBCO U.3.2.) previamente inac
tivado a 56° durante 30 min. =21 suero =2c¢ almacenado a -20° C-
y calentado a 37° C antes de usarse.

Solucidn amortivguadora de fosfatos (PBS) .- Esta so-

lucién se utilizd para mantener a las células en condiciones-
fisioldgicas estables, dicha solucidn tiene en sus componen--
tes sales de fosfatos (apendice) . La solucidn una vez prepara-
da se ajusta a un pH de 7.2 y se filtra con un filtro de mem-
brana con poro de 0.22 mu (Millipore U.5.A.). El medio esté--

ril se guardd a 4° C hasta el momento de su uso, efectuando -




previamente prueba de e.terilidad.

Prueba_de esterilidad.- 8e utilizaron cinco gotas-

de las soluciones y se colocaron en tubos de ensaye contenien
do 2 ml. de caldo de soya tripticaseina (BIOXON MEX.) al 3 --
'por ciento (previamente esterilizada en autoclave), incubindo
se estos tubos con la soya y la solucidn durante 48 horas a -
36° C; tiempo en el cual se verifica si hay desarrollo de mi-
croorganismos contaminantes.

Condiciones de cultivo.- La obtencién y manipula--

cidén de las células; asi como el uso de las diversas substan-
cias, se trabajaron en una campana previamente'esterilizada -
durante 20 minutos con luz ultravioleta y posteriormente lim-~
piada con alcohol al 70 por ciento. Para el mantenimiento in-
vitro de las células de médula dsea se utilizd una incubado-~
ra a 37° C con 10 por ciento de bioxido de carbone y humedad-
a punto de rocio. Los recipientes utilizados fueron platos Pe
tri desechables de 60 X 15 mm. Vv el sembrado de células se --
realizd utilizando pipetas, bomhillas y cristaleria previamen
te esterilizadas en autoclave. Se utilizd un microscopio in--
vertido para la ohservacién y determinacidn del estado de las
células en cultivo.

Células de médula &sea.- Para obtener las células-

de medula &sea, se sacrificaron mediante decervicacidn rato--
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nes de 6 a 8 semanas de nacidos a los cuales se les extrajo -
el fémur, colocdndolo inmediatamente en platos Petri que con-
tenian PBS. Se perforaron ambos cxtremos del fémur con una je
ringa desechable de 1 ml. haciéndose fluir PBS de un extremo-
al otro colectando las células en un tubo de ensaye para pos-
teriormente centrifugarlas a 800 g. durante 3 minutos. La can
tidad de células obtenidas se determind por conteo un hemoci-
témetro, sembrandose 8 X 10° células en 5 ml. de medio de cul
tivo (EM mds 10 por ciento de suero fetal) en cajas Petri.

Suero fresco de ratdn.- Esta técnica se utilizd pa

ra obtener el complemento (C3); moléculas que intervienen en-
la respuesta inmune, por lo que este sucro debe ser fresco. -
Para su obtencidén se obtiene la sangre de ratones por medio -
de puncién del plexo de la cavidad ocular (18), colectando la
sangre en tubos de ensaye, se tapan estos dejdndolos 15 minu-
tos a temperatura ambiente, posteriormente se separa el codgu
lo de las paredes del tubo vy se coloca a 4° C durante una ho-
ra, finalmente se quita el codgulo y se centrifuga a 1,000 g.
durante 15 minutos para separar el suero; el cual, se utiliza

inmediatamente.

Eritrocitos con anticuerpo v complemento (EAC).- -

Se utilizaron eritrocitos de carnero, los cuales se extraen -

de la yugular de este animal utilizando una jeringa hipodérmi




ca con anticoagulante (solucidn de Alsever)(apendice) estéril.
La solucidn de Alsever con los eritrocitos se almacena duran-
te una semana a 4° C hasta el momento de su uso.

Como primer paso se preparan los eritrocitos con an
cuerpoo (EA), lavandose tres veces 2 ml. de eritrocitos en --
una centrifuga a 800 g. durante 3 minutos (esto con el objeto
de quitar el exceso de la solucidn de Alsever), después de la
dltima lavada, las células se resuspenden en 4 ml. de PBS - -
agregandoles un volimen igual de IgG (CORDIS U.S.A.) el cual-
debe estar diluido 1:1500 en PBS, esta mezcla se incubd en ba
flo Maria a 37° C durante 30 minutos, al término de este proce
so los eritrocitos se encuentran unidos con los anticuerpos -
(constituyendo el EA), los cuales se lavan tres veces (en cen
trifuga a 800 g., 3 min.) con PBS con el objeto de eliminar -
el exceso de IgG, resuspendiéndose finalmente en 10 ml. de --
PBS y almacenando a 4° ¢ hasta el momento de su uso.

Para preparar el EAC se tomaron 2 ml. de EA agregén
doles un volimen igual de suero fresco de ratdédn diluido 1:10-
en PBS, esta mezcla se resuspende y se incuba en bafio Maria a
37° C durante 30 minutos obteniéndose eritrocitos con anti--
cuerpo y complemento (EAC), los cuales se lavan ‘“‘res veces -—-—
{para quitar el exceso de suero de ratdn) y se resuspenden en

10 ml. de PBS comnservandose & 49 ¢ un tiompo waximo de dosg --




dias (2,7,19).

Medio condicionado de pulmdén (MCP) .- Este medio .-

utilizé como substancia inductora de los receptores C3 en cé-
lulas de médula 6sea de ratdn, para su obtencidn se inyecta--
ron a ratones por via intravenosa un volidmen de 0.2 ml. de i

popolisacdridos (LPS) de Salmonella typhimurium (SIGMA U.S.A)

en una dilucidn de 20 microgramos por mililitro, después de -
un tiempo de 4 horas se sacrificaron los animales por decervi
cacidén se les extirparon los pulmones colocdndolos en tubos -
de ensaye con 5 ml. de EM incubdndose durante 48 horas. Para-
la obtencidn del MCP se separaron los pulmones mediante cen--
trifugacidén a 1,000 g. durante 15 minutos, posteriormente el-
MCP se esterilizd mediante un filtro (Millipore U.S.A.) de --
membrana con un poro de 0.22 mu. Rutinariamente se efectlGo --
prueba de esterilidad en caldo de soya v se¢ conservd a -20° C
hasta el momento de emplearse.

Determinacidn de los receptores de membrana por for

macidén de rosetas con EAC.- Antes de incubar las células de-

médula Osea de ratdn, se les agregd MCP para inducir la forma
cién de sitios receptores para Cy. Después de la incubacién -
se colocan las células en tubos para centrifuga con el objetod
de lavarse (tres veces) con PBS, centrifugdndolas a 800 g. du

rante 3 minutos. Se resuspenden en 1 ml. de¢ PBS agregidndoles-




e
521

0.20 ml. de EAC, se incubd por 30 minutos a 37° C sin resus—-
pender las células, de tal manera que quedan 50 células EAC -
por una célula de médula Ssea. Posteriormente se dispersan --
suavemente las células, contandose el porcentaje de células -
gue han formado un conglomerado con el EAC (llamado roseta) -
utilizando para este conteo un hemocitdmetro (Neubauer U.S.A.).
Como eriterio para considerar un conglomerado de células como
roseta, se establecid gue se requiercn un minimo de 6 eritro-
citos {EAC) unidos a una célula de médula Jsea.

Cromatoyrafia (apendice) .- Se cromatografiaron 3 ml

de MCP en una columna de 2.6 X 100 cm. (K26/100 Pharmacia Fi-
ne Chemicals) empacada con Sephadex G-~50 para pesos molecula-
res de 1,500 a 30,000 daltones, observandose que la actividad

de la molécula inductora para sitios receptores C (Cq (RBRI)

3
se encontraba en ol volumen de exclusidn, en consecuencia se-
procedid a cromatografiar el mismo volumen de MCP en otra co-
lumna de 1.6 X 80 cm (K16/80 Pharmacia Fine Chemicals) empaca
da con Sephadex G-75 para pesos moleculares de 3,000 a 70,000
daltones. Como se verd posteriormente, en esta ocasidn no hu-
bo actividad del CBRI volumen de exclusidén sino en el Volumen
gue fue cromatografiado. Este hecho nos indicd que el pesc mo
lecular del CaRI era mayor de 30, 000 daltones que es el Corte

del Sephadaex G-50.




26

La cromatografia en la columna con Sephadex -75 sze
realizdé a 4° C eluyendo la columna con solucién amortiguadors
de TRIS-HCl 75 mM con un pH de 7.7 y a una velocidad de 4 cm/
hora dada por una bomba peristdltica. Las fracciones colecta-
das fueron de 2 ml. e¢n cada tubo de ensaye, los cuales fueron
almacenados a ~-20° C hasta su utili:acién.

Inicialmente la columna con Sephadex G-75 se cali--
bré con proteinas de peso molecular conocido diluidas en 3 ml.
de la misma solucidn amortiguadora con que s¢ corrid el MCP,
dichas proteinas fueron; 4 mg. de hemoglobina de conejo mole-
cular de 67,500 daltones, 5 mg. de Ovoalbumina de pollo con -
peso molecular de 46,000 daltones, 5 mg de Mioglobulina de ca
ballo con peso molecular de 18,800 daltones, 5 mg de lizosima
con peso molecular .de 14,000 daltones v azul de extrano usado
como indicador. Por medio de esta técnica se pudo determinar-
por interpolacidén el peso molecular del C_RI.

Electroenfoque {Apendice).~ Por este procedimiento-

se determind el pH isoceléatrico de la molécula de C3RI median
te el siguiente procedimiento: 20 ml. de MCP fueron desalini-
zados por medio de una columna de 2.6 X 100 cm. (K 26/100 - -
Pharmacia fine Chemicals) empacada con Sephadex G-50. Se obtu
vo finalmente un volumen de exclusién de B7 ml, este MCP ya -

desalinizado se mezcld con 6 ml. de anfolinas (Pharmacia Fine
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Chemicals) con un rango de pH de 3 - 10. Como marcador inter-
no se agregd a la mezcla anterior 5 Ug. de hemoglobina, poste
riormente se afladieron 8 g. de Ultrodex (yel para elec-
troenfoque, Pharmacia Fine Chemicals) formindose una substan-
cia pastosa, a la cual se le extrajeron los gases formados en
su interior mediante una bomba de vacjo. La mezcla anterior -
se esparce sobre una charola de vidrio de 5 X 125 X 260 mm. -
Y para proporcionarle una consistencia adecuada se esparcen -
en pequefias cantidades de Ultrodex en polvo de manera que al-
poenr la placa inclinada con un angulo de 45° no se corra el-
gel.

En los extremos de la charola se extraen tiras de -
gel de 5 X 10 X 125 mm, colocando en estos lugares tiras de -
papel para electroenfoque humedecidas previamente en solucio-
nes extremas de pH (una tira de papel se humedece en acido --
sulfirico 0.1 M, colocindose en el anode, la otra se humedece
en etilen-diamina 1 M colocandose en el cdtodo). La charola -
preparada para el electroenfogque se coloca en la superficie -
de la camara de enfriamiento del Multifor (LKB 2117 -~ 501 KIT
U.S.A.) la cual se encuentra a 4° C, posteriormente se coloca
la tapa del Multifor de tal manera gque los eléctrodos de ésta
entren en contacto con las tirvas de papcel humedecido gue se -

colocaron en los extremos ¢ la wisma. Para realizar ol elec-




troenfoque se aplican 45 Watts durante 5 horas, tiempo =ufi--
ciente para fgue la hemoulobina forme varias bandas finas vy
rectas. El perfil proteinico se determina mediante la aplica-
cidn sobre el gel de un papel filtro durante 1 minuto, poste-
riormente se retira el papel y se deja secar para lavarlo con
dcido tricloro acético al 10 por ciento con el objeto de pre-
cipitar las anfolinas, el lavado se hace tres veces de 15 mi-
nutos cada uno. En sequida sc tifle con azul de comassie R250-
y se lava con una mezlca de metanol-agua-acido acético en una
proporcidn de 50:50:10 respectivamente.

Finalmente el gel se corta en 30 fracciones median-~
te una plantilla especial, midiendo a cada una de estas frac-~
ciones el pH a 4° C, después de lo cual se extraen las mues--
tras utilizando 2 ml. de PBS. Las fracciones asi obtenidas se

guardan a ~20° C hasta su utilizacidn.

Susceptibilidad del C,RI a la accidn enzimdtica de-.

la tripsina v al efecto de la temperatura.- La fraccién de -

mayor actividad de C3RI que se obtuvo de la columna de Sepha-
dex G-75, se sometid a una temperatura de 60° C durante 30 mi
nutos con el objeto de comprobar su termolabilidad. Asi tam-—--
bién con el objeto de comprobar si la tripsina (Sigma Chemi--
cal Co U.S$5.A.) degrada o no a dicha molécula, el C3RI se some

tidn a la accidn enzimatica de ésta durante 30 minutos a tem-
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peratura ambiente parando la reaccidn enzimdatica con-inhibi-

dor de tripsina.

Confiabilidad de regultados.- Todos los experimen-

tos realizados en este trabajo, fueron efectuados un minimo-
de dos veces y cada una de estas por duplicado. Cada experi-
mento se realizd independientemente uno de otro y el nimero-
de veces necesarias para obtener un maximo de 10 por ciento-

de error.




RESULTADOS

La titulacién de actividad de la molécula C4RI exisx
tente en el MCP, se efectdo mediante la determinacidn de in--
duccidn de receptores C3 en células de médula &sea utilizando
la técnica de rosetas con ERC.

Como primer punto, la determinacidn se hizo en fun-
cidn de los dias en que se wantuvieron las células en cultivo,
para este objeta se agregd a las cajas de cultivo 1.00 ml. de
MCP. Se determind la induccidn de C3RI alos O, 1, 2, 4 y 8 ~
dias de incubacién y como control se sembraron células sin --
MCP. En la figura 3 se representan estos resultados, observan
dose gque en la ausencia de MCP el porcertaje de rosetas - - -
- ' se mantiene constante en ¢l transcurso de los dias de -
cultivo. En el otro caso, - .ando se usd ol MCP los resultados
indican que el porcentaijs . ioscslas sube de 15% en el dia ce
ro hasta alcanzar un 36% . ¢l dia 4 en el cual se alcanza la

actividad mixima. Esta actividad de C,RI desciende a los 8 dai

as en el cval se obtiene un porcenitaje de rosetas parecido al
inicial.

La actividad del C3RI también se determiné en fun-- -
cidn de la cantidad en ml, Jde MCP indisponsable para inducir--
la aparicidn de receptores deoonembrana para Cq, utilizando O. -

000, ©.030, 0O.C60, 0250, 0.500, 1.000, 1.300, y 2.000 ¥y 250 ml.
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MCP en platos de cultivo de 60 X 195 mn. v con un volumen fi--
nal de 5 ml. de mdio e Eagle. La actavidad de induccidn a rg
ceptores se manifestd a partir de un volumen de 0.250 ml. man
teniéndose constante hasta decrecer na partir de los 2.00 ml.-
(Fig. 4), manifestindosc respectivamente un 34 y un 23 por --
ciento de rosetas.

DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DEL C3RI MEDIANTE-
CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-75.

Con el obileto de obtener el peso molécular del Cq--
RI responsable de la induccidn de sitios receptores Cy; se --
cromatografiaron 3 ml. de MCP en una columna con Sephadex ---
G-75 tal y como se describe en materiales y métodos. Se reco-
lectaron BO fracciones de 2 ml. cada una, las cuales se leye-
ron en el espectrofotdmel "o para posteriormente agregarlas --
a células en cultivo y hacaerles la técnica de rosetas a los -
cuatro dias, asi como también se les procesd para determinar-
la aparicidén de colonias de macrdfagos y granulocitos en agar
En la figura 5 se observan tres picos; el primero de izquier-
da a derecha corresponde al volumen de exclusidn que fue lei-
do en el espectrofotdmetro a 280 nm. de absorbancia para de-
terminar el perfil proteinico. El segundo pico corresponde a-
las fracciones cormatografiadas en donde se encuentra la actji

vidad de C}Rl deter. ada por la técnica de rosetas con EAC, Y-
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por 4ltimo el tercer pico corresponde a las fracciones en don-
de se encuentra la actividad do formacidén de colonias de yra-
nulocitos y macrdiagos desarrolladas en agar (MGI).

La columna de Sephadex G-75 fue inicialmente cali--
brada con varias proteinas de poso molecular conocido, esto -
con el objeto de tomar puntos de referencia y asi poder detexr
minar el peso molécular del C,RL y del MGI (6 CSF) . De ésta -
calibracidn se encontrd un peso de 35,000 daltcones para el --
C4RI Y de 22,000 daltones para el MGI (Fig. 6.).

DETERMINACION DEL pH ISOELECTRICO DEL CBRI

Para determinar el pH isceléctrico del CsRI, se uti
1lizé la técnica de electroenfoque en placa con Ultrodez y an-
folinas de rango de pH conocido (ver materiales y métodos) . -
Se colocaron 20 ml. de MCP previamente desalinizados en una -
columna de Sephadex G-50. Como resultado se obtuvo gque la ac-
tividad para la formacidn de rosetas con EAC estaba exclusiva
mente en la fraccidn No. 5 del electroenfoque, dando para el-
CBRI un pH isoclectrico de 3.9, mientras que el MGI daba un -
pH isoeléctrico de 6.6 (Fia. 7).

SUSCEPTIBILIDAD DEL C3Rl A LA ACCION ENZIMATICA DE-
LA TRIPSINA Y AL EFECTO DE LA TEMPERATURA.

La fraccidon con actividad de C3RI proveniente deil

electroenfoque en Ultrodex (Fig., 7) fue usada para determing




la termolabilidad del factor (CBRI) asi como la accidn proteo
litica sobre éste de la tripsina. Para determinar la acoios -

proteolitica de la tripsina (SIGMA U.S5.A.), agregd ésta en

0
o

una cantidad de 1 mg/ml. a la molécula C3R1 en un tubo de en-
saye durante 30 minutos a 37° ¢, al término de este tiempo se
adiciond inhibidor de tripsina (SIGMA U.5.A4.) en una cantidad
de 1 mg/ml, on un scgunde tubo con CqRI se le adiciond una --
mezcla de Cripsina con inhibidor de Lripsina (1 mg/ml. de cada
una) manteniéndose igualmente 30 minutos a 37° C. Asimismo se-
incluyd como control positivo un tubo sin tratamiento, es de--—
cir, Unicamente con CqRL. Después del tratamiento los volume--
nes de los tubos de ensaye se colocaron on igual numero de ca-
jas de cultivo con células de médula dsca efectuando la incuba
cidn por cuatro dias para posteriormente hacerles la técnica -
de rosctas con EAC.

A esta misma fraccidén con actividad de C3 RI se le--
sometid a una temperatura de 60° C durante 30 minutos. Obte- -
niéndose que el CBRI fué desactivado por esta temperatura.

Los resultados indican que la molécula C3RI es de --

sactvivada por la tripsina y por la temperatura elevada, lo -

cual indica gque posee caracteristicas proteicas (TABLA 1).
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TABLA 1

TERMOLABILIDAD Y SENSIBILIDAD A LA TRIPSINA

DEL 4RI
TRATAMIENTO DEL CaRI
CONTROL SIN TEMPSRATURA  ACC|ON PROTEOLITCA CONTROL ~CON
C3RI ANTE 3D MIN. Cs
ANTES DESPUES

Ia

£ OE 22 37 23 34 -
ROSETAS
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l1n 1, La milécule C3RI fue rometids a la sengibilidad

de 1o tripsine v p 1n tceidbn de 1n tempersturs,

+ E1 inhibidor de trinsinag fue agrepado gntes y desru;s de
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DISCUSION

La técnica de cultivo de tejidos es de gran ayuda -
para el estudio de los procesos de diferenciacidn célular in-
vitrg, asi como las subsktancias moleculares que intervienen -
en este proceso. Una de cstas substancias es la conocida como
MGI, la cual interviene en la diferenciacidén y proliferacidn-
de las células mieloides. El MGI es una molécula glucoprotei-
cas y termolabil que es producida en forma normal por varios-—
tejidos del cuerpo entre los que se enhcuentran los pulmones.-
El peso melecular del MGI varia enormemente, dependiendo de -~
su fuente de obtencidn; asi tenemos gue el peso molecular del
MGI proveniente de los pulmones de ratdn es de 23, 000 dalto--
nes.

El MGI también se puede inducir de manera artifi- -
cial con el objeto de oblener grandes cantidades de esta subs
tancia; tal es el caso al utilizar lipopolisacaridos de pare-

des celulares de Salmonella typhymurium (LPS) como estimulan-

te, inyectado por via intravenosa a ratones obteniendo asi el
medio condicionado de pulmdédn (MCP) de ratdédn con caracteristi-
cas de MGI.

Se sabe que 21 MGI induce la diferenciacidn de ma--
crdfagos v granulocitos hacia oélulas maduras. $in embargo en

un trabajo previo se demostrd que ol MGI parcialmente purifi-
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cado induce a la formacidn de células morfoldgicamente madu--—
ras pero sin receptores pava Fc:; demostrandose que existe una
molécula diferente al MGIL que es la inductora a la formacidn-
de receptores Fc en células de médula ésea (FcRI).

En el presente trabajo se evidencia la incapacidad-
del MG para la induccidn de receptores para C3 an células de
médula dsea. Encontrandose una molécula purificada parcialmen
te por cromatografia y electroenfogue; con un peso molecular-
de 35,000 daltones y un pH isoeléctrico de 3.9, la cual tiene
ia propiedad de inducir la aparicidn de los receptores C3 Yy -
para la cual se propone el nombre de C3RI (C3 Receptor Induc-
tor) .

A partir de los resultados anteriormente citados --
se cree tener evidencia para asegurar que el MGI induce a la-
formacidn de células morfoldgicamente maduras, mientras que -
para la induccidén a la diferenciacidn hacia células funcional
mente maduras se naecesita de vavios factores inductores tales
como el FcRI y el C,3RI.

Al efectuar la técnica de bicapa en agar para veri-
ficar la aparicién de formacidn de colonias a parlir de pre--
cursores mieloides se encontrd gue el C3R1 no tiene esta acti
vidad, lo cual demostrd la independencia de este factor con -

el MGI ya gue mediante dos tdonicas diferentes; cromatoyrafia




por peso molecular en Sephadex y por enfoque isoeléctr o an-
Ultrodex, se obtuvieron picos con actividad para estos faclo-
res completamente separados.

La molécula de C3RI perdidé su propiedad inductora -
al ser tratada con tripsina y al ser sometida a una temperatu
ra de 60° C,previamente al ensayo bioldgico, en consecuencia-
5@ cree que el C3RI es una molécula de naturaleza preteica.

Durante la determinacién de las condiciones éptimas

para la obtencidén y ensayo del C_RI, se encontrd que después-

3
de 4 dias de cultivo, la cantidad de este factor en el medio-
de cultivo decrecia hasta desaparecer por completo a los 8 -~
dias de cultivo, de igual manera al aumentar la concentracién
optima del MCP (la cual fué del 5 por cicnto) en el ensavo --
bioldégico, disminuia la formacidn de receovtores C3 hasta desa
parecer por completo al llegur a un 50 por ciento del MCP. Eg
tos resultados nos indican gue a partir del cuarto dia de in-
cubacidn, la induccidn a la formacidén de receptores Cy sufre-
un fendmene inhibidor el wual puede ser debido a la existen--
cia de un factor supresor a la aparicidén de los receptores C3
de igual manera el efecto inhibidor del 50 por ciento de MCP-
nos indica la posible existencia de elementos téxicos en el -

ensayo bioldgico. Seria interesante el estudiar los factores-

inhibidores a la formacidn de rveceptores C3 en leucocitos, pa




ra de esta forma entender el mecanismo de regulacidn existen-
te en las células para la aparicidn de estos receptores.

Por dltimo considero que se deberia intentar la pu-
rificacién total ‘del C4RI con la finalidad de estudiar a ni--
vel célular de induccidén a la formacidén de receptores C3 en -~
precursores mieloides con el fin de determinar su posible - -
aplicacién terapedtica en enfermedades en las cuales sea neceg
sario elevar el numero de receptores para C . Asi también se-

3
ria recomendable determinar la posible existencia del C3RI y~-
sus propiedades moleculares en otros medios condicionados y ~
en diferentes organismos para verificar su existencia en to--
dos ellos y si al igual que el MGI tiene pesos moleculares di

ferentes segin el medio de que se trate.
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APENDICES

MEDIO DE EAGLE

CONCENTRACIONES
Miligramos por Equivalente
1000 ml. de 820 aprox. en -
milimoles.
Arginina 105 0.6
Cistefna 24 0.2
Histidina 31 0.2
Esoleucina 52 0.4
Leucina 52 0.4
Lisina 58 0.4
Metionina 15 0.1
Penilalanina 32 0.2
Treonina 48 0.4
Triptéfano 10 0.05
Tirosina 36 0.2
Valina 46 0.4
Glutamina 292 2.0
Colina 1
Ac. Nicotfinico 1
Ac. Pantoténico 1
Piridoxal 1
Riboflavina 0.1
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Tiamina
Inositol
Ac. PSlico
Glucosa
NaCl

KCl

CacCl

. 7
Mg 804 HZO

Mg Cl; . 6 HO

2

N'IZHPO4 . 2 HZO

KH PO

2 4
Na HCO3
Rojo Fenol

Penicilina

2, 000
8, 000
400
140
100
100
60
60
350
20

0.5




SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS)

Con el objeto de contar con una solucidén amortigua-
dora para el mantenimiento de las células, se utilizdé la solu
cién amortiguadora de fosfatos (PBS) la cual contiene los si-

guientes elementos en 1000 ml. de agua destilada.

8.0 g NaCl

0.2 g KC1

0.2 g KHZPO4

0.1 g Cacl

0.1 g MgCl2 . GHZO
2.16 g Nazﬂpo4 . 7H20

El CaCl y el MgCl se diluyen por separado en 100 ml.
de agua destilada. Los componentes restantes se diluyen en 800
ml. de agua destilada, agregando al final poco a poco los 100-
ml. que se prepararon inicialmente. Se afora a 1000 ml. y se -
estariliza por medio de un filtro de membrana (Millipor U,S.A.)
con un poro de 0.24 mu. Se hace prueba de esterilidad en solu-
cién de soya. Se guarda en refrigeracién a 4° C hasta el momep

to de su uso.




SOLUCION DE ALSEVER

Esta es una solucién amortiguadora para mantener --

los eritrocitos de carnero en condiciones normales in_vjitro =~

durante largo tiempo (5 semanas) . La forma en que se prepara-

es la siguiente:

20,50

4-20

6"’

CGHSNa:,O.7 2H20

HCHO H O
3657 2

Na Cl

Se disuelven las substancias en un litro de agua y-

se esteriliza en autoclave, ajustando el pH a 6.1 Se efectia-

prueba de estérilidad en caldo de soya.
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CROMATOGRAF IA

La cromatografia en columna es facil de llevar a ca
bo, desde el punto de vista técnico ya que es notablemente ip
sensible a la composicién del eluyente y a la temperatura, pu
diéndose tratar en esta forma compuestos muy lébiles con po--
cas posibilidades de que se destruyan pues tampoco produce --
desnaturalizacién. Fracciona substancias de muy alto peso mo-
lecular dependiendo del tipo de gel que se use, determinando-
de esta manera el peso molecular de macromoléculas. También -
se usa para la desalacién de substancias proteicas.

El gel usado (en este caso Sephadex) es bastante eg
table y se puede utjilizar durante afios sin que cambjien sus --
propiedades cromatogréficas, siempre que se evite que se desy
rrollen alqin tipo de microorganismos contaminantes.

Mediante la cromatografis en gel de Shephadex se sg
paran las substancias de acuerdo con su tamafio molecular: las
moléculas grandes emergen primero de la columna, mientras que
las moléculas pequefias son retardadas, esto es debido a que =--
las moléculas grandes no pueden penetrar los enlaces cruzados
que constituyen un arm@zén tridimensional en cada una de las-
particulas del gel. Las moléculas pequefias acceso a todos los
espacios entre las cadenas de la matriz del gel y por lo tan-

to, estarén distribuidas igualmente entre el lfquido libre y-
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el liquido en el Shephadex, lo que origina que las moléculas-
Pequefias permanezcan estacionarias en el gel y viajen a menor
velocidad siendo arrastradas por el liquido que se hace fluir

a través del medio~cromatogr6fico (15, 21, 40) .
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ELECTROENFOQUE

Esta técnica saca partido de la migracién de iones-
en un campo eléctrico. Cuando se hace pasar una corriente con
tinua entre dos electrodos en un medio con iones, los iones -
negativos (aniones) se mueven hacia el electrodo positivo -~ -
(&nodo), mientras que los iones positivos (cationes) se mue--
ven hacia el electrodo negativo (catodo). La velocidad de mi-
gracién de un ion dependerid entre otras cosas, del tamafio de-
la carga que lleva y de la magnitud de la corriente empleada.
En el electroenfoque se utiliza una matriz sélida de gel (de-
Ultrodex) material que es hidratado y poroso, pero que posee-
rigidez mecédnica. La matriz sélida impide la conveccién y las
alteraciones por vibracién. No se necesita un sistema dptico-
complicado para poner de manifiesto la posicién de las protej}
nas, ya que pueden detectarse facilmente por medio de ensayos
coloreados cualitativos. En esta técnica la mezcla problema -
de protefnas se encuentra sometida simultdneamente a un campo
eléctrico y a un gradiente de pH en el gel dado por una serie
de anfolinas de pH conocido. Las proteinas se separan en ban-
das de acuerdo con su carga eléctrica y su pH, permitiendo -~
realizar an&lisis de gran resolucidén con cantidades minimas--

de mezclas complejas de proteinas (15, 16).
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