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RESUMEN 

A partir de los estudios de PluzniK y Sachs en 1966 C1>, se 
sabe de la existencia de un Tactor responsable de la inducción a 
la proli1'eraci6n y diTerenciaci6n de células mieloides. Esta 
molécula llamada Inductor de MacróTagos y Granulocitos <MGI) ha 
sido ampliamente estudiada, de tal Tormar que actualmente se 
conocen sus propiedades bioqulmicas y se ha tenido éxito parcial 
en su puri~icaci6n, Asimismor se han ~ncontrado muchas ~uentes 
distintas de MGI, sin embargo, se saba muy poco acerca de 
reguladores negativos de la proliTeraci6n de precursores 
mieloides. Recientemente, se han presentado evidencias del papel 
regulador inhibitorio de una serie de linTocitos T en médula ósea 
sobre la proliTeración mieloide, principalmente en pacientes con 
anemia apllstica. Aqui reportamos evidencias experimentales del 
eTecto inhibitorio por parte de estas células en médula ~sea 
normal murina, asl como el doble papel que desempeÑan los 
monocitos en la Tegulaci6n de la proli1'eraci6n mieloide, 

Se utilizó la técnica de cultivo en bicapa de agar para 
detectar el eTec~o de linTocitos T y monocitos sobre la 
prolil-eración en presencia y ausencia de MCP, La inhibición quedó 
de maniTiesto en todos los casos ensayados al eliminar lin1'ocitos 
T, ya que la proliTeración se vió incrementada; en consecuencia, 
este resultado nos hace suponer que el linTocito T en médula 
ósea normal posee un eTecto inhibitorio. 

Por otra parte, también es interesante seÑalar el hecho de 
que al eliminar c~lulas con recoptorez Fe, las células 
precursoras de médula ósea respondieron meJor al MGI, siendo 
superior la proli~eración que en los ensayos donde ónicamente se 
eliminaron linTocitos T; en cambio al eliminar células adherentes 
y células con receptores Fe la respuesta 1'ue menor en comparación 
a la mostrada por aquellos cultivos en donde únicamente se 
eliminaron linTocitos T y células adherentes, Pensamos que estos 
rsultados revelan el doble papel que desempeÑan los monocitos Y 
macró~agos en el control de la proli1'eración mieloide, 

Finalmente, se analiza la posible existencia de un 1-actor de 
adherencia en el MCP, el cual Tacilita la ~iJación de células 
con esta caracteristica en un lapso de media hora. 
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Células Mononucleadas sin Células con Receptores 
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XNTROUUCCION 

TEJIDO HEMATDPOXETICO 

L• m•ngre eB un teJido conmtitu1do por 45 ~ de ~~lul•m y ~m ~ 
da plm•m•r el plamma em ul liquido intercelular Y ~Srve de 

vehiculo m lom factorom quo reQulan el m~c•nimmo homaomt~tlco 

del org•nimmo • travóm de la dimtribuciOn de color, gm1011 

minerale1, vitaminam 1 prote!nam 1•rScm1 y mzdcare11 m1lmi1mo 

regula ol pH, tonmión cmmótice, temperaturm y nivelo• hgrmonmlm• 

(2, J), 

L•m cdlulmm circulantem en la aanQre mon lom erttrocitoo cuyo 

Vuncidn conuisce en ~l transporte de oHtgeno y bióxido d• 

crarbono, y loa leucocitoa que conmtltuyen un~ linem de 

d~l organismo contra agentes pat6;eno~ (4), 

Las c6lulml$ sanguinoas se orioinan on la etapa embrionaria en 

el soco vit~lino, poeteriarmente miQron ol higado y bm~o 

embrionario y finalmente se establecon en la médula Qsmm (2), 

En le médul• ósea se localizo ol teJido hematQpoi~tico que 

es definitivo en la edad adulta) y esta constituida por vasos 

manguineos, nervios, células libres y un trama celular (estroma) 

en tode la extensión de la médula, siendo en este medio estromal 

donde se localiz•n ~•s c~lulas memenquimatofifflm q11e dar@n origen a 

las diferentes lineas celulares. Por tanto, se considero que la 

m~dula ósem es un órgano linfo-reti~ulo-endo\elial que interviene 

an le inmunidmd celular y humorml (4, ~), 

Una de las carecter!~ticªe de lm~ ~~lYlªm hemetgpgi~ticem 

maduram ee mu continua 9eneraci6n y mu@rte mubmecuente, A$tr para 
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el mantenimiento de los niveles celulaT•es normales es· n~cesaria 

la existencia de un sistema de r8pida generación y que la 

población 

org an i ~:.ino 

regenerante 

(6). 

permanezca a lo largo ~~ la vida del 

célula• es la teoria monofilética, la cual sos~iene ·que splo un 

tipo celular da origen a todas las lineas celulares maduras -<7 

8), 

Till y HcCulloch descubrieron que al transplantar 

células de médula ósea o de bazo de ratones sanos singénicos a 

otros letalmente irradiados o da~ados con agentes tóxicos, 

algunas de estas células eran capaces de autoduplicarse y formar 

nódulos celulares en el bazo, constituidos por eritrocitos, 

granulocitos, monocit.os, megacaric>c i tos y células 

indiferenciadas. A las células con la capacidad de proliferación 

se le llamó CFU-S (del inglés Colony-Forming United-Spleen), De 

esta forma se pudo determinar las caracteristicas de las células 

primordios: autorrenovación, producción de progenie diferenciada, 

alta capacidad de proliferación y capacidad de autorregulación (6 

10), 

Los trabajos posteriores sobre repoblación celular (10 , 11), 

reportaron una distribución heterogénea de la CFU-S dependiendo 

del tiempo de incubación, De estos resultados se llegó a plantear 

la existencia de Jerarquias en la CFU-S, en donde existe un sólo 

grupo de células con la capacidad de autorrenovación llamadas 

Celula Tallo o Célula Madre Pluripotencial, que puede diferen-

ciarse a CFU-OEMM <CFU-Granulocitos, Eritrocitos, Monocitos y 

Megacariocitos), Y dependiendo de los factores que estimulen a 

este grupo celular, se dará origen a colonias de macrófagos y 

Qran1.1locitrJs <CFU-GM>, eritrocitos y megacariocitos CCFU-EH>, 
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teniendo que cada paso en su diferenciación estara en relación 

inversa a su potencialidad de originar diferentes lineas 

celulares, hasta llegar a tener Gnicamente progenitores monopo-

tentes como los pronormoblastos, 

y promonocitos, que llegarán 

promegacariocitos, mieloblastos 

a dar origen a las células 

eritroides, a los megacariocitos, a los granulocitos y monoci~os 

respectivamente <12 , 13 , 14 , 15), En cuanto al origen de los 

linVocitos se ha planteado, que su linea se separa directamente 

de la célula madre pluripotencial 113), pero trabaJo• más 

recientes indican que pueden provenir de la CFU-GEMM (16), 

Se han obtenido grandes avances en los conocimientos de los 

fenómenos que caracterizan a la hematop6iesis gracias al 

desarrollo de las técnicas de cultivo de tejidos y en especial de 

las técnicas de cultivo de médula ósea en agar introducidos por 

PluzniK y Sachs en 1965 <17) y Bradly y MetcalV en 1966 (18), las 

cuales han permitido la investigación acerca de los Vactores que 

intervienen en la regulación del proceso hematopoiético, ayudando 

también a comprender la biologia básica de la diVerenciación 

celular, la patogénia de las enfermedades hematológicas y la 

biologia del transplante medular <6 , 19 , 20). 

ORGANOS LINFATICOS 

El sistema linfático es un sistema de circulación cerrada, su 

Vunción es la de auxiliar al torrente sanguineo en la evacuación 

del liquido histico. Además, es un medio por el cual salen a la 

circulación sanguínea los linfocitos, que son unidades del 

sistema inmunitario y están diseminadas por todo el organismo, 

como células aisladas y como agregados difusos en el interior de 
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los órganos linfoides (31. Dados 5US características el sistema 

linf~tico se puede dividir en dos grupos: los órganos linl-oides 

centrales que incluye a la médula ósea y el timo, donde por 

mecanismos completamente aJenos a la estimulación antigénica, las 

células precursoras proliFeran y se diferencian en linfocitos, y 

los tejidos linfáticos periféricos que comprenden a los nódulos 

linfáticos y el bazo, donde el desafrollo linfoide es dependiente 

del ant!geno (211. 

Como se mencionó anteriormente la médula ósea es el sitio de 

origen de las células hematopoiéticas. Por otra parte, crea un 

microambiente protector en el que las células inmunes pasan por 

la etapa proliferativa C211, 

El timo es un órgano formado por dos lóbulos localizados en 

la región ventral de la cavidad torácica y en la parte 

del cuello C3 • 41. Los lóbulos están constituidos de una corteza 

y la médula, demarcación que establece diferentes porciones de 

linfocitos en cada una (211. Al parecer los linfocitos que se 

producen por mitosis en los lóbulos pasan a la médula en donde se 

diferencian adn más y luego migran del timo (221. 

En la mayoria de las especies de mam!~eros, 

desarrolla 

siendo su 

casi por 

principal 

completo antes del nacimiento 

función la producción de 

el timo se 

(3 211, 

linfocitos T 

inmunocompetentes por modificación y proliferación de los 

linfocitos básicos producidos durante la linfopoiesis C4 , 231. 

Por su lado, los nódulos o ganglios linfáticos son 

estr•ucturas encapsuladas de ~arma oval que estan intercalados 

como filtros biológicos, su ta1na~o varia desde 1 mm hasta 

aproximadamente 1 cm de diámetro CBI, Los ganglios linfáticos se 

encuentran rodeados de teJido conectivo y son atravesados por los 



vasos linfáticos aferentes y eferentes. En el interior de los 

ganglios linf¿ticos se localiza una red de fibras reticulares que 

f'o rman un 

agrupados 

soporte para los linfocitos, los cuales se encuentran 

y for1nan prolongacione5 llamadas cordones medulares 

<24>. La principal función de los ganglios linfáticos es la de 

actuar como ~iltros biológicos inespecificos gracias a la 

actividad fagocitaria de los ma~rófagos <22, 24>. 

En relación al bazo, es t..tn órgano localizado debaJo del 

diat'ra9ma, detrás y a la izquierda del estómago, recibiendo una 

buena vascularización a través de una arteria esplénica y la 

drena por medio de la vena esplénica hacia el sistema porta-

hepático C25>. El bazo est¿ cubierto de teJido conectivo, el cual 

forma trabéculas y entre los espacios de estas se encuentran 

incluidas 

Malpighi, 

la pulpa blanca que está formada por corpdsculos de 

que son ~oliculos linFáticos, y la pulp~ roJa que está 

constituida por un amplio seno poscapilar (4 8). El bazo 

realiza las siguientes Tune iones: producción de linfocitos, 

almacenamiento de plaquetas y filtración de la sangre 13 , 4), 

LINFOCITOS 

Los mamí~eros han desarrollado tres mecanismos de defensa 

contra los agentes patógenos: la piel y mucosas, las cuales son 

barreras pasivas; un sistema de de~ensa activo inespecífico dado 

por los macrót'agos y los 9ran1.1locitos y finalmente un sistema de 

det'ensa especit'ico que es realizado por el llamado sistema 

inmunológico <26>. 

Lus lin-l'ocitos son las célula~. F11ncionales del sistema 

inmunológic:o. El tama~o celular es variable y se clasifican en 



los linTocitos pequeÑos, de 8 a 10 micrao ci• 

di~metro, se caracterizan al ser te~idas con colorante Giemsa por 

tener un ndcleo redondo u ovalado con lioeras indentaciones y 

cromatina densa, el citoplasma es escaso y apenas sobresale del 

n6cleo por uno de los bordes de un color azul obscuro. El 

linf'ocito mediano, que mide de 10 a 12 micras da diámetro, el 

núcleo es menos denso y tiene mayor cantidad de 

cual se ti~• de un color azul pálido. Finalmente 

grande mide de 12 a 16 micras de diámetro, su 

citoplasma el 

el l in f'oc i 1.0 

citoplasma es 

abundante de color azul grisáceo con f'inos gránulos azuróf'ilos y 

el ndcleo es mucho menos denso a los anteriores y puede ser 

localizado excéntricamente <2, 25>. 

Los linf'ocitos tienen su origen en la médula ósea al iguai 

que las demas células sanguineas, originándose en f'orma de 

células pre-B o pre-T C27J, 

Las células pre-B adquieren las caracteristicas de linf'ocitos 

B en la médula ósea y las pre-T migran al timo en donde 

adquieren características de lin~ocitos T maduros 

independientemente de estimulas antigénicos. Posteriormente los 

linf'ocitos B Y T abandonan estos teJidos para poblar a los 

órganos linFéticos secundarios en los cuales entrar~n en contacto 

con los estimulantes antigénicos, dif'erenciándose hacia células 

eTectoras (25 , 26). 

El linToci~o B en presencia de un ant1geno, se di~erencia 

hacia una célula plasmática que se caracteriza por la secreción 

de inmunoglobulinas <IgJ, dando con ello un~ respuesta humoral. 

Existen cinco clases de inmunoglob'ulinas y cada una de ellas es 

producida por un grupo o clan especif'ico de células plasmaticas 

que se derivan de linFocitos estimulados exclusivamente para 
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ello. De esta ~arma existen cuatro subtipos de linfocitos B 

antigeno-dependiente: los linfoc:itos Bµ , Byr Be Y B" que 

presentan en su membrana IgM, IgG, IgE e IgA respectivamente. 

Todas estas células provienen de un linfocito B más 

indiferenciado el c:ual se c:arac:teriza por presentar IgM e IgD en 

su membrana <26). 

Los linfocitos T loc:alizados en el timo adquieren madurez 

reconocida por la aparición de diversos receptores de superTicie, 

como los receptores de eritrocitos <rosetas E> y receptores de la 

Fe: de la IgG (28 , 29 , 30). De esta forma se han caracterizado 

funcionalmente cinco tipos de linfocitos r: los linfoc:itos T 

amplific:adores <Ta>, 

c:itot6xic:os <Te:>, 

linfocitos T auxiliares (Th), linfoc:itos T 

linfocitos T desenc:adenadores de la 

hipersensibilidad retardada <Td> y los linfocitos T supresores de 

la respuesta inmune CTs) (26, 29>. 

Cabe mencionar que dentro de las poblaciones de los 

lin~ocitos T se han incluido también a las células asesinas 

naturales CNK> (31 , 32), 

La respuesta inmunológica se desencadena cuando las células 

accesorias como los macró~agos detectan y presentan los antígenos 

a los linfocitos T, específicamente a Th y Ta, quienes baJo esta 

influencia proliferan y se diferencian en sus formas efectoras. 

Así~ los linfocitos Th activados interactdan con los linfocitos B 

en presencia 

diferenciarse 

misma manera 

del antígeno induciéndoles a proliferar 

a células plasmáticas. Los linfocitos Ta, de 

activan y estim•Jlan la proliferac:ión 

y 

la 

y 

diferenciación de los linfocitos Te, quienes destruyen a las 

células que engloban a los antígenos a través de una interacción 

célula-célula. F•or su parte los linfocitos Td ayudan a mantener a 
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loa antigenos en el sitio de la invasión y dasencodenon la 

respu~sta inflamatoria <26 , 32>. 

Los productos secretados por las poblaciones linfoides que 

median las respuestas inflamatoria• son: factores quimiot•cticos 

de mac r6fagos r factores inhibidores de la migración de 

macr6fagos, factoras de proliferación tanto de linfocitos como da 

precursores de médula 6sea, linfoto><inas, gama-inter.fer6n, 

factores de transferencia ademá1> de las inmrrnnglob1.!lin<'s· (26 

30, 33). 

Las inmunoglobulinas son . c¡i.::., 

especificamente al ant~geno que pror>id.ó t,'.t t;in·t,,.,fli~., ch:1 !?«·t.·. 

forma precipitan o son det..ect.adas por· J.an c:( .. l1J1as ··t:~nt~i?Jl~•;\~<~ltH'i di:~ 

la destrucción del agente e:-:tral11o, 

Esta molécula tiene una unidad estt·uc·~urnl b~sica ft,1'm~do ri~.~ 

cuatro cadenas polipeptidicas <Figura 1), Dos cadanas p•n•dna CH> 

•Jnidas por dos ptJentes di.sulf•Jro y dL>s cad>onas lige1·as (L). L»<"­

c:;odenas L se unen a la porción ami11u t;_r.rminal de la<> do5 cadena:. 

H, dando origen a una fracción fiJ•dora dm antigonos CFabl y el 

re•to de la cadena H es la fracci6n cri•talizablo CFcl • El 

extremo de las cadenas L y H se dividan en dos seccionen: una 

fracción variable Cv) Y una constante Ce>. La fracción variable 

tiene una secuencia diferente de aminoócidos dependiendo de la 

clase de anticuerpo y del sitio d• combinación con el antigeno. 

La fracción Fe de la cadena H también tiene regiones c, y en base 

a las diferencias antigénicas de estas regiones se dan las cinco 

clases de Ig ya mencionadas C34>. 

~parte de las Ig, existe un grupo de proteinas sdricas que 

int.er-vienen en la respuesta inmune, llamado el sistema del 

conipleniento. Este sistema lo constituyen mproximadamente 15 



r.-. . 
. 1 

l 
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Fig. 1. Urddad J:ásica de una irmunogl.ob.ilina. Las cadenas H unidas por dos 

puentes disul.furo (regi6n de la bisagra) y consta de una regi6n -­

variable (V) y una =nstantc (C) . Las cadenas L se unen a las H -

¡;::or un p.iente disulfUro, también cuentan con una regi6n V y una c. 

Fab (fra=il5n fijadora de "nrl:qerX>s). Fe (fracci6n cristalizable). 

12 
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proteínas quimica e inmunológicamente diferentes, las cuales 

actóan de manera reciproca unas con otras, con el anticuerpo y 

con las membranas celulares. Las moléculas del complemento 

circulan en la sangre en Porma inac·tiva, se les designa con un 

námero: c1, C2, C3, ••• C9 o con nombres triviales como 

Properdina, Factor B, Factor D, Factor A Y BIH (32), A partir del 

tercer componente <Fracción C3>, se adhiere de forma secuencial 

lo• productos del complemento, constituyando una cadena sobra 

alo11n aoente infectante, generando un sitio reactiva que tier\e 

aFinidad para algunos receptores sobre los macrd~agos y así torna 

al microorganismo más susceptible de ser fagocitado (35>• Existen 

dos vias de activación del complemento, la via clásica y la 

alternativa o vfa de la properdina, La via clásica puede ser 

activada por complejos antigeno-anticuerpo o inmunoglobulinaa 

agregádas de la clase IgG e IgM, también la pueden iniciar el 

DNA, membranas celulares y enzimas semeJantes a la tripsina C13 , 

32>. La v1a de la properdina se activa inmtinol6gicamente por la 

IgA, IgG e IgE o por estimulas como los complejos polisácaridos, 

Iipopolisacáridos y enzimas semeJantes a la tripsina C13 1 32 

36), 

En la actualidad la presencia de receptores Fe de la lgG es 

evaluada 

eritrocitos 

38 39), 

principalmente por el ensayo de rosetas, en donde 

xenogénicos son cubiertos con anticuerpos CEA> <37 , 

La actividad del receptor Fe se manifiesta por la 

adhesión de eritrocitos a la superficie de la membrana de las 

células que presentan estos receptores (linfocitos T y 

macrófagos Y leucocitos polimorfonucleares>, formando una 

configuración llamada roseta <26 , 40 , 41), 

En forma análoga se pueden evaluar receptores P''ra C3b en 
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diferentes células mediante la técnica de rosetado, la cual se 

realiza en forma sencilla empleando eritrocitos sensibilizados 

con inmunoglobulina y posteriormente suero para favorecer la 

incorporación de la fracción C3b del componente al EA formando 

EAC 142), Las células que se han caracterizado por poseer los 

receptores C3b son los eritrocitos, leucocitos 

polimorfonucleares, linfocitos By macr6fagos (43), 

MACROFAGOS 

Como anteriorente •e mencionó, las células madres 

pluripotenciales son las precursoras de todas las lineas 

celulares hematopoiéticas que se originan en la médula ósea, 

estos células dan origen a las células madres comprometidas, que 

en su oportunidad originarán a los monocitos (44), 

Los monocitos y macr6fagos son células que se encargan de la 

defensa inmunol6gica inespecifica del organismo, a través de la 

fagocitosis <45), e intervienen como células accesorias en la 

respuesta inmune mediada por los linfocitos T y B (25 , 46), 

La célula más inmadura de esta linea celular que es 

reconocible morfológicamente son los promonocitos, los cuales 

tienen un diámetro de 10 a 18 micras y su capacidad fagocitaria 

esta escasamente desarrollada, Los monocitos son los elementos 

circulantes de los fagocitos ~ononucleares, tienen un diámetro 

aproximado de 12 a 20 micras, son muy móviles y fagociticos (47), 

Una vez que los monocitos salen del torrehte sanguineo y entran 

al tejido, si 

macr6fagos (48 , 

permanecen viables, entonces maduraran hacia 

49), Estas células pueden alcanzar un tama~o de 

100 micras de diámetro, siendo muy eficientes en la fa~acitosis Y 
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bastante móviles 147), 

En preparaciones te~idas con Giemsa, se ha·~podido encontrar 

que el monoblasto es dificil de diferenciarlo d~ los mieloblastos 

y de las células m~s primitivas, posee un citoplasma peque~o 

ligeramente basó~ilo y contiene escasos gr~nulo~- azur6Filos. El 

ndcleo es 1·edando u ovalado con peque~as inden~aciones con uno o 

dos nucleólos. El promonocito tiene caracteristicas semeJantes, 

pero con ndcleo irregularp usualn1entc concaovalado y no se 

observan nucleólos. El monocito tiene un ndcleo por lo general en 

1Jna posición c:entr•al de formo arriÑonadr.i con l:i.geras 

indentaciones, puede también presentar dobleces sobre si mismo y 

no tiene nucledlos visiblem. El citoplasma se tiRe de azul 

grisáceo con ~inos gránulos azuró~ilos y en algunos pueden 

apar·~ce1· vacuolas (2 , 7), El mac1•6fago es más g1·ande que el 

monocito, el ndcleo puede ser oval o indentado y los nucledlos 

p1Jeden ser visibles. El citoplasma muestra muchas vacuolas y 

grén•Jlos densos localizados principal1nante alrededor del nócleo. 

Los macró~agos muestran nurnerosos pseudopodios y en ellos muchas 

mitocondrias (2 , 44), 

Los ~agocitos mononucleares en respuesta a su ambiente 

pericelular secretan enzimas hidroliticas, Acido araquidónico y 

productos de oxigenación Cprostaglandina E y Fl, moduladores del 

comportamiento celular <CFS, factores estimuladores e inhibidores 

da lin~ocitos y leucocitos poli1nor~onucleares>, sustancias 

citotó):icas como el inter~er6n y compuestos del complemento <SO>. 

Debido a la existencia de ciertos r·ecepto1•es localizados en 

la membrana celular do los Fagocitos 1nononucleares es posible que 

se fiJen Y se pl1edan irlgerir partículas opsonizadas y co1npleJos 

macr·omoleculareo. Asi, los receptores de s~Jper-f':i.cif~ se han 
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determir•ado que sor\ exclusivamente para proteínas inmunológicas: 

lgG, lgE, IgA e IgM <receptores Fe> y componentes del complemento 

<receptores C>. La eficiencia de la mediación de los receptoras 

Fe se ve incrementada por la participación de los receptores del 

complemento C5~, 52). 

REGULAIIORES IIE LA HEMATOPOIESlS 

El cultivo de las células hematopoiét.icas in. !l!.ll.!ar ha hecho 

posible el est.udio de los reguladores posit.ivos Y negat.ivos que 

int.ervienen en lo proliferación y diferenciación de las células 

mieloides (13 se 

and 

de 

53). Ilent.ro de los cent.roles posit.ivos 

encucnt.ra el MGl C por sus siglas en inglés, Macrophage 

Granulocyt.e Inducer> C54), que est.imula la proliferación 

precursores hemat.opoiéticos a la formación de macr6fagos 

granulocit.os C20), A esta prot.eina se le ha denominado 

diferent.es formas: CSF CColony St.imulat.ing Fact.or> <55) y 

y 

de 

CSA 

CColony St.imulating Act.ivity> 156), Los MGI pueden ser prot.einas 

o glicoproteinas, dependiendo de las células en que se hayan 

producido C15 57>, asimismo es elaborado y secret.ado por 

células malignas y normales, 

su producción puede ser 

tanto iJ1 ~ como in !l!.ll.!a1 además 

inducida por agent.es t.ales como 

Lipbpolisacárido bacterianos <LPS), asi como por endotoxinas como 

el zymosan, glucan, de~ivados proteinicos purificados, 

Mycobact.erium Bacillus Calmet.t.e-Guerin, t.uberculina y forbol 

miristato, entre otros <21 • 58 ' 59). Por otro lado, 

encont.rado que existen MGI con pesos moleculares desde 20 00•• 

hasta mós da 200 000 daltones pasando por una gran cantidad de 

valores irltermedios; al parecer dependiendo del órgano del cual 
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se obtengé:J (52 r 60 r 61 , 62). 

Aparte de la gran heterogeneidad encontrada para los pesos 

moleculares del MGI, las ~unciones que se le han asignado a estas 

moléculas son muy variadas, por e,jemplo (53), se supone que hay 

MGI q•Je induce a la f'c>rmación de colonias de mac J'Óf°agos y 

granulocitos llamada MGI-1 y el que induce a la dif'erenciación de 

células precursoras mieloides llamada MGI-2. tldemés se supone que 

hay tres f'ormas de HGI-1! MGI-lM que induce la f'ormación de 

macróf'agos, MGI-lG induce la 1-ormación de granulocitos y MGI-lHG 

que induce la f'ormaci6n de macr6f'agos y granulocitos (15 , 21>. 

Como se ha descrito, el HGI es·un f'actor de activación de la 

hematopoiesis y su ef'ecto esta regulado por f'actores inhibidores, 

se han detectado que algunos de ellos son lipopolisacáridos 

localizados en los sueros de humano y ratón, tanto · en estado 

normal como patológico (63). 

También se ha encontrado que algunas células hematopoiéticas 

maduras inhiben la generación de m•s células maduras. Tal es el 

caso de los granulocitos que son capaces de inhibir la 

prolif'eración de la CFU de sangre perif'érica (64), Los productos 

de estas células como la lacto1-errrina y algunos derivados 

semejantes a las chalanas, 

MGI <20 , 65, 66), 

af'ectan la producción y liberación de 

Algunos autores (67 , 68 , 69 , 70), han encontrado que los 

linf'ocitos T de médula ósea suprimen la prolif'eración de los 

precursores hematopoiéticos en pacientes con anemia aplástica. 

Estos resultados se han con~irmado, ya que al tratar a pacientes 

con .agentes inmunosupresores m•Jestran una parcial o total 

recuperación <71 72 , 73 , 74 J , En individuos normales se ha 

la pr·esencia de lin·Fc1:itos T supresores de la 
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pero adn existe controversia acerca d~ la 

activac:::ión de Pstas células. Spitzer y Verna C29) y Barr y 

St.even ~> ( 7~5) , report.an que se presenta n.nd:.1..1ral111ente mient:ras q11e 

Bacigalupo et al. (76) encuentran que necesitan'- de la 

t-:?st :i. mu 1 ación de 
,·< ·, . '.. >-: 

:mani:rieste 

uctividad. 

Se cree que los lin~ocitos T s•Jpresores J~tegan t1rl papel mu.y 

importante en la hematopoiesis como un ~actor regulador (75 

76). Estas células se han caracteriza<jo ~enotipicamente por 

presentar receptores para an·ticuerpcs monoclonales Leu-2a+ C2R>, 

OKT8+ (77) receptores para eritrocitos <E+> y receptores para 

la Fe de la IgG 167 , 75), 

Por otro lado, se ha reportado que los mac róf'agos regulan 

ánicament..:- la producción de células eritroides <78), Otros 

autores <79 , 80 , 81), indican que inhiben su propia producción 

a través de la elaboración y secreción de prostaglandina E CPGE>. 

Tal co1no se ha descrito, es notoria la discrepancia acerca 

del papel que Juegan las células maduras en la r'egulación 

negativa de la hematopoiesis. Por ello se creyó conveniente 

evaluar el papel regulador de los linf'ocitos T y de los 

mac ró-f'ag os en la hematopopiesis en células de médula ósea 

murina, con la intención de contribuir al esclarecimiento de los 

mecanismos que regulan la proliferación de las células mieloides. 

Para lo cual fue necesario en primer lugar, optimizar la 

técnica de cultivo en agar can la f'inalidad de homogenizar 

resultados. Posteriormente se detectó la presencia de linfocitos 

T supresores en la prolife1·acidn ~elular utili~anclo un sólo ratór) 

f11r111~1 mezclando l~as c~lulas de 
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mé1jul~ de varios ratones+ Por otra parte, también consideramos 

determinar si en otros órganos lin~áticos se 

encuent1•an linfocitos T supresores. Fínalment~, se evaluó la 

inducción a la prolireraci6n de precursor~• de médula ósea por el 

MGI, en ausencia de células con receptores pa~~ E, EA, E~C, asi 
~ 

como de células adherentes. 
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MATERIAL Y METDDO 

MATERIAL BIOLOGICO.- Para la realización de este trabaJo se 

utilizaron ratones hembra de la cepa CD-1 de 6 a 12 semanas de 

edad. 

CONDICIONES DE CULTIVO,- Se trabaJó en una campana de cultivo 

que previamente habia sido ~impiada con alcohol al 70 % 6 

isodine <Norwich Co, Méx.> y esterilizada durante 20 min con luz 

ultravioleta, asimismo, todo el material de cristaleria se 

esterilizó previamente en autoclave. 

Para el cultivo !.n vitre de las células de médula ósea se 

utilizaron caJas petri de vidrio <Pyrex, USA> y de pléstico 

<Durango Vela, Méx.> de 60 x 15 mm, las células sembradas se 

mantuvieron en una incubadora con una temperatura de 37°C y una 

atmósfera de 10 X de C02 en aire y humedad saturante. El medio 

que se utilizó fue el Medio Mínimo Esencial de Eagle <ME> (Gibco, 

USA> <Apéndice 1), al que se le agregó 3,7 gil de Carbonato de 

Sodio Y antibiótico <Penicilina G 100 UI/ml y Estreptomicina 100 

mg/ml>, ajustado a un pH de 7,2 y filtrado para fines de 

esterilidad con filtros de membrana (Millipore, USA> con un poro 

de 0.22 micras de diámetro. El medio estéril se mantuvo en el 

refrigerador a 4ºC hasta el momento de su uso. Para el cultivo de 

células se empleó ME suplementado con 10 "6 20 X de suero de 

caballo <SC) <Gibco, USA. y Microlab, Méx,>, previamente 

desactivado a 56ºC por 30 min, y almacenado a -20°c, 

Para mantener a las células en condiciones fisiológicas 
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estables por periodos cortos de tiempo, se utilizó una Solución 

Amortiguadora de Fosfatos (SAF> <Apéndice 2), Esta solución se 

aJumtd a un pH de 7.2 y se esterilizó con un filtro de membrana 

con poros de 0.22 micras de diámetro y se almacenó a 4°C • 

Con un microscopio invertido <American Optical, USA> se 

observó el estado de las células asi como la proliferación de las 

mismas on basa a grupos y colonias ~orraadas. 

PRUEBAS DE ESTERILIDAD, - Para probar la esterilidad de los 

medios y soluciónes empleados 'en nuestros cultivos, se colocó una 

gota en un tubo de ensaye co~teniendo 2 ml de Caldo de Soya 

Tripticaseina al 3 ~. o caldo de Sabouraud (Bioxon, Méx,) 

(previamente esterilizados en autoclave> agiténdose e incubéndose 

_por 48 hr a 370C, al término de las cuales se observó la posible 

existencia de microorganismos contaminantes. 

OBTENCION DE CELULAS DE MEDULA OSEA ,- Se sacrificaron los 

ratones por descervicación, se extraJeron los fémures los cuales 

se colocaron en una caJa de petri con ME, A los fémures se les 

perforó ambas epifisis y con la ayuda de una Jeringa da 1 ml, se 

les hizo fluir ME de un extremo a otro para extraer todas las 

células de la médula, se colectaron las células en tubos de 

ensaye para posteriormente lavarlas tres veces con SAF mediante 

centrifugación a 800 gravedades (G) por 3 mino La cantidad de 

células obtenidas se determinó por conteo en un hemocitómetro 

<American Optical, USA>, obteniéndose las 6élulas Totales <T>. 

Para obtener las células mononucleadas CL>, se utilizó un 

medio de separación de leucocitos, en este caso se usó un 

gradiente de Ficoll-Hypaque <Sigma Chemical, USA) con densidad de 
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1.077 g/ml, se colocó la muestra en este gradiente Y desp6es de 

centr1f11garsC? por 30 min a 500G, se recuperaro.n únicamente las 

células de la inter~ase, las cuales se lavaron.con ME. El ndmero 

de células Obtenidas se determinó por cont.eo en:\Jn hC?mocitómetro • 

.-. 
TECNICA DE ROSETAS E .- Se obtuvieron eritrocitos de carnero 

<EC> en Solución de Alsever <Apéndic~ 3) en pro~orción 111 , los 

cuales son mantenidos por 7 días a ~ C antes d~ su uso, no deben 

emplearse en esta técnica EC después de 5 semanas de ext1·a!dos. 

Para activar los EC, se lavaron 3 veces por centrifugación a BOOG 

por 3 min en SAF, se les agregó 1 /ml de neuraminidasa 

<Sigma Chemical, USA> y se incubaron a 37º C por 30 min, 

~inalmente se procedió a lavarlas con SAF otras 3 veces. 

c~lulas blancas a ser ensayadas se les agregó 0.2 ml de los EC 

activados, se centrifugaron a BOOG por 3 min y se incubó el botón 

a 37 '-'C d•J rante 30 min • Posteriormontc~, se res1.1spendi6 suavemente 

el botón de células, se colocó la muestra en un gradiente de 

F1coll- Hypaq1,., con densidad de 1t077 g/ml y después de 

centrif'•Jgar a SOOG por 30 min, se recuperaron ónicamente las 

cólulas de la interfase. obteniéndose de esta n1~ner·a solamente 

c~lulas monon1Jcleadas sin linFocitos T CE>. Por óltimo, se 

lavaron con SAF centrifugándose a 500G por 10 min y el nómero de 

cblulas obtenidas se evaluó en un hemocitómetro. 

PREPARACION DE LA DILUCION DE INMUNOGLOBULINA G CigG>.- Se 

diluyó lnmunoglobulina G C7s, IgG, Cordis Labs, USA> en SAF a 1 

1600, s~ almacenó esta qolución en t1Jbos de ensaye colocando 2 ml 

por cada t11ho y manteniéndose en conqelación hasta el momentn de 

r.u IJSO, L.~ dilución de IgG urla vez descongelada no se u~ilizó 
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postcriQrm~nle por lo c1Jal se desecho el C}·:cedente. 

PREPllRl\CION DE ERITROCITOS OPSONIZllDOS CON 

f•ara apsonizar los EC, primero se lavaron 

centrifug~ndose cada vez a BOOG durante 3 min, 

ANTICUERPO 

con SllF 3 

CEl\l • 

veces 

después _por cada 

ml de eritrocitos se agregaron 4 ml de SAF a~adiéndose un volumen 

igual de IgG. Esta mezcla se resuspendió Y se incubó a 37 oC p_or 

30 min. Pasado este tiempo se lavaron 3 veces con SAF Y se 

resuspendió el bot.ón en 4 ml de SAF almacenándose a 4oC• 

OBTENCION DEL SUERO DE Rl\TON.- De sacrificó el ratón deJando 

al descubierto la cavidad cardiaca, se_ seccionó el corazón y se 

procedió a colectar toda la sangre en un t1Jbo de ensaye con la 

ayuda de una pipeta de 2ml. 

temperatura ambiente por 15 min. PosteriormQnte se mantuvo una 

hora en el refrigerador en un va5o de precipitado con ag1.1::: ~ 

Pasado este tiempo, se despegó con mucho cuidado el coágulo de 

las paredes del tubo y se centri~ugó a 1000G por 15 min. 

Finalmente el s•Jero ~e recolectó er1 otro tubo. El suero obtenido 

de esta manera y diluido 10 veces en SAF c1:10> se usó para la 

preparación 

complemento. 

eritrocitos opsonizados con ant.icr.Lerpo y 

PREPARl\CION DE ERITROCITOS OPSONIZADOS CON ANTICUERPO Y 

COMPLEMENTO CEACI.- Se mezclaron partes iguales de eritrocitos 

.en~.1b1l1;:ados con anticuerpo y suero dt~ r~tón al 10 /.:', se 

r@S•J~Pend1oran y se lncubaron a 37ºC por 30 min. Después se 

1 av~ ron .3 vece~; con !JAF a BOOG. f'or óltimo se resuspendi6 ~l 

boton en un tubo de c·;1s~ye con 2 ml de SAF, 



24 

re~rigerador a 4 ~ introduciendo el tubo en un vaso de 

precipitado con agua. 

TECNICA DE ROSETADO EA Y EAC,- Después de haber obtenido 

células mononucleadas, se dividieron en partes iguales en dos 

tubos y se les agregó 0.2 ml ~e EA y EAC respectivamente, se 

formó un botón centriTugóndose a SOOG durante 3 min, incubándose 

a 37 ~ por 30 min. Después de transcurrido este tiempo, se 

resuspendid suavemente el botdr1 de cada tubo y se pusieron por 

separado en un gradiente de Ficoll-Hypaque centriTugándose a 5008 

por 30 minr se colectaron Gnicamente las células de la interfase, 

obteniéndose células no formadoras de rosetas EA Y EAC. 

Finalmente se lavaron con SAF centriTugándose a 500G por 10 min, 

para ser contadas posteriormente en un hemocit6metro. 

MEDIO CONDICIONADO DE PULMON,- Para su obtención se 

inyectaron ratones con un volumen de 0,1 ml de SAF conteniendo S 

microgramos de lipopolisacóridos (LPS> de Salmonella typhimurium 

<Sigma Chemical, USA> por via intravenosa. Después de 3 horas se 

sacri~icaron por descervicación, se les extraJeron los pulmones y 

se colocaron en tubos cónicos de plástico con 7 ml de ME, 

deJhndose incubar por 48 hr. Para obtener el MCP, se centriTug6 a 

lOOOG por 15 min y se extraJo el sobrenadante que se sabe es rico 

en MGI (82), almacenándose a -2ooc, Rutinariamente se efectuaron 

pruebas de esterilidad. 

TECNICA EN BICAPA DE AGAR.- Esta técnica consta de dos capws 

de agar sobrepuestas en una caJa de cultivo, Para la primera capa 

se preparó agar <Bacto Agar, USA> al 3 X en agua bidestilada, y 
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se esteri1.izd en autoclave durante 15 min, posteriormente se 

mBntuvc a una temperatu1·a de 52~, se mezcl.6 con 20X de ME, 20X 

Se , 20% MCP y 20% ME doblemente concentrado (2Xl, obteniendo un 

e volun1en final de 5 ml en cada CaJa de Pe~1·i+ Se esperó que 

transcurrieran 20 min para Vacilitar la geli~icación antes de 

agregar la segunda capa de agar. La segunda capa se preparó 

utilizando agar al 1,93 % en agua bidestllada, se colocaron 300 

mil cél•~las de médula ósea en ME, en esta capa se utilizó lOZ de 

se, 5DX de ME conteniendo las células hematopoiéticas, 20 X de ME 

2X y 20 % de agar. Después de colocar la segunda capa se 

esperaron 20 ruin para que se geli~icara. Posteriot•mente, se 

incubaron por un periodo de 7 diaw. Se consideró como colonia 

cuando estaba ~armada de más de 30 células, y grupos cuando 

existian de 8 a 29 células, 

CONTROL POSITIVO Y NEGATIVO.- Para cada experimento se sembró 

un control sin MCP que se le denominó control negativo. 

Igualmente se sembró un control positivo que contenia un 20 X de 

MCP. Los experimentos se realizaron un minima de dos veces y cada 

uno de ellos por duplicado. 

' 
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RESULTADOS 

OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE CULTIVO EN BICAPA DE AGAR A 

LAS CONDICIONES DE LABORATORIO, 

Con la Tinalidad de determinar las condiciones óptimas para 

llevar a cabo la técnica de cultivo en bicapa de ag~D• se 

p rocr.::od ió en primer término a comparar la respuesta de 

proliferación presentada por dos tipos se suero de caballo, uno 

nacional y otro importado. Para ello se utilizaron células 

Totales CTI de médula ósea murina cultivadas en presencia de MGI, 

Se encont1'6 que en los cultivos con suero nacional, la 

proliferación fue semeJante e incluso mayo~ a los cultivos con 

suero importador sobresaliendo el lote BB nacional en relación al 

suero importado con 432 455 y 396 296 col/caJa 

respectivamente [tabla lJ, 

Por otro lado, también consideramos conveniente determinar la 

cantidad de medio condicionado de pulmón CMCPI necesario emplear 

para inducir a la proliferación celular de tal forma que se 

obtuviera una buena respuesta, y que no resultara insuficiente ni 

tampoco tóxico para las células. Para ello se emplearon 0,25, 0.5 

y l. ml <cantidades determinadas en ensayos previos) de MCP en 

cultivo de células T de médula ósea , Los resultados obtenidos 

indican una elevada heterogeneidad entre los· distintos ensayos, 

embargo, se observa que con 1.0 ml de MCP se obtuvo en ljf¡ 

ensayo 980 y en el otro 458 en tanto que con 0.25 ml, 542 Y 202 

col/caJa en el primer y segundo ensayo respectivamente Ctabla 2J, 
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Una vez determinado el tipo de suero de caballo y la cantidad 

óptima de MCP a usar, se consideró conveniente determinar el 

ndmero de células de médula ósea que sa tenian que sembrar por 

cada caJa, de tal forma que permitiera una bttena proliferación y 

que no ~uera di~icil llevar a cabo la evaluación, Con este 

propósito se utilizaron células E, ya que e~tudios realizados por· 

distintos autores (29,67,75) demuestran que al eliminar 

lin~ocitos T de médula ósea sa obtiene mayor proliVeración que la 

pre•entada por células T y L• En ensayos previos, el empleo de 

300 mil cél/caJa presentaron una buena proliVeración, pero 

consideramos conYeniente ensayar con: 100, 200 y 300 mil par 

caJa+ Las resultados muestran que con 300 mil cél/caJa se 

obtiene la mayor proli~eración: de 1086 a 942 col/caja en el 

primero y segundo ensayo contra 560 y 562 col/caJa con 200 mil 

células Ctabla 3J, además ~ue posible evaluarlas con Vacilidad, 

por consiguiente este fue el n~mero de células que se usó 

largo del trabaJo• a menos que se indique otra cosa. 

Para llevar a cabo los experimentos subsecuentesp 

a lo 

se 

eliminaron 

técnica de 

los linVocitos T de médula ósea por medio de la 

rose·tas E, ya que se deseaba averiguar si variando 

alguno de los pasos de esta técnica, se podia eliminar una mayor 

cantidad de lin~ocitos T, para esto Vue necesario emplear la 

técnica tradicional y compararla con las inovaciones 

introducidas, las cuales consistie1'on en: tratar las células L 

Junto con los EC en tres tubos de ensaye numerados como 1, 

e incubarlos en suspensión a 37oc por 30 min;. t1•anscurrido 

2 y 3 

este 

tiempo, las cdlulas del tubo 1 se 1·~suspendieron y se pasaron por 

un grac~iente de Ficoll para eliminar lin~ocitos T , y las células 

de la inter~as~ se cultivaron en presencia y ausencia de MGI, los 
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tubos 2 y 3 se centrifugaron para ~orraar un botón de células, 

ambos tubos se inc1Jbaron a 4 ce, 

el tubo 3 durante 24 hr CE 24h>, 

el tubo 2 durante 2 hr CE 2h> y 

para po~~eri6r~eritd ~liminar 

mediante gradiente de densidad linfocitos T ~;P)C>.de~er;~l·~,Jltivo 
. t-~ ' ' 

heterogeneidad ya mostrada, que E 

resuspendido se vi6 más activada, 1216 ~ 1975 col/caJa con 

respecto a E botón y E 2h, quienes mostraron una proliferación 

ligeramente menor 731 y 1518, 803 y 1638 col/caja 

t•espectivamente. En cuanto a los valores de E 24h fue1•an mucho 

més peque~os que los anteriorest 164, 556 col/caJa en el primer y 

segundo ensayo respectivamente. Por consiguiente la técnica 

empleada para eliminar linfocitos T fue la de E resuspendido. 

EVALUACION DE LA HETEROGENEIDAD EN LA ACTIVACION DE CELULAS DE 

MEDULA OSEA DE RATONES DE LA MISMA CEPA, AL SER ELIMINAPOS 

LINFOCITOS T. 

En los ensayos ya descritos, se observó que existia una 

amplia heterogene~dad en los resultados de un ensayo a otro. Por 

tanto, con la finalidad de determinar si esta variabilidad se 

presentaba por la interacción celular entre células de individuos 

diferentes, se procedió a realizar cultivos de células L de 

médula ósea y células E en presencia y a1.1sencia de MGI, 

utilizando células de 6 ratones de manera independiente. Se 

encontró que adn en rotones de la misma cepa, edad, camc;ida y 

mantenidos en forma singénica, existe una amplia hete1•ogeneidad 

en la respt1esta Ct!lular a la activación a la proliFe1·ación en t. re 

cada uno de los ratones. De los 6 casos analizados, uno t'e!:;•.1lt6 

ser inhibitorio al eliminar linfocitos T (ratón B> roduci~r1cio el 



TABLA 3 

1---1~a9os 1 2 

Nfü11. C€l. Cxifr33-) ( +) (-) (-!-) (-) 

.Jl.~0 424 g 135 0 

200 564 g 562 0 

300 !036 9 9q2 0 

C~ltivo de c€lulas Mononucleadas sin 
linfocitos I (E) ppobanao tlife:rentes -­
Cil.nticladEis de células: pn:ilf• caja. 

l 
-----~~yas ____ I 1 

II"ata1iüernto ( +) 

E 731 Botó'íll 

E 
Re suspendido .1216 

lE 2hy-¡ 803 

E 24hr· l 1641 

(t) 1 lf!(u~el'o de {::Olonias en exper Me~ios con MG!. 
(-)J E'Blt!'llerio &e ic:olonias: en exp0r' Me!llli:OS ~ontr-Q!, 

2 

(-) (+) (-) 

0 1518 0 

1 
0 19151 0 

0 16381 0 

' ¡ ¡ 
~ 

l l 
0 ! 

1 

i:-.¡ r: ,! 1 ¡ ...... J .... 1 
' 
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nGmaro de col/caJa de 807 en L a 503 en E. En los dem~5 casos 

fueron activadas en diferente grado, obtaniéndo•a al mayor 

incremento en el ratbn A de 769 (L) a 1446 (E) y el menor en el 

ratón F de 384 <L> a 736 <El Ctabla 5J. 

Una vez que se observó que por separado existe heterogeneidad 

en la respuos~a a la activación de lms células a la 

proliferación, se deseaba saber si la mezcla de las células de 

ratones de la misma cepa y edad afecta de algdn modo la 

proliferación, para ello se utilizaron células de médula ósea T, 

L y E con y sin inductor. Se encontró que axista variabilidad en 

la respuesta en cada uno de los ensayos, paro se mantuvo la misma 

cindtica. Obtenidndose 610, 985, 2428 en el primer ensayo y 458, 

1310 y 2056 col/caJ• en el segundo ensayo para T, L y E 

respectivamente Ctabla 6J, 

DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DE LA TECNICA DE SEPARACIDN nE 

TIPOS CELULARES POR GRADIENTE DE DENSIDAD CON FICOLL-HYPAQUE EN 

LA ELIMINACION DE LOS LINFOCITOS T, 

Al emplear la técnica da separación de linfocitos T 

mediante un gradiente de Ficoll-Hypaque con una densidad de 

1,077, se observó qua se perdian células mononucleadas. Era de 

interés averiguar si en ese grupo de células se encontraban 

células p1•ecursoraa hematopoidticas, para lo cual se ca-

cultivaron (cul.~ivo de dos ~ipos celulares en una misma caJa) 

células L rn~s las células eliminadas con los linfocitos T 

CL+Lt), Y la proliferación mostrada se comparó con la presentada 

por ónicament.e cél•~la,·, L, de.• esta f'orma•, si los lj.nf'ocitr>s iban 

con células precursot·a~ el co-cultivo tendria mayor ~espuest~ que 

L. En esta parta del expe~imento, L·~Lt se invc l.1.1c 1 ·iri lc:Js 



T~BLA 5 

... _ Ensayos R m 1 e ¡ D ¡ E F -- ( fr) (-) {+) (-) ¡ (t) (-) 1 (+) (-) 1 (fr) (-) (+) (-) ----- x DS 'li' ... ...,, + ... ..,,; i:i n .¡.-;:¡---
.Y,J."<;j. \•-t-.,.l"lA \,; 11 \''\J' (o 1 1 

77 i ~~Hl 
1 

1 769 ?5 807 150 895 25 235 til 3gq ~2 562 294 
1 

E 1446 172 530 181 1206 m .¡1rn6 I 66 874 58 736 :38 983 334 

Cultivo ae celulias ~onorntlCleadas (L) ~ cflulas ÍIJ~ílOríall~lead~s sftn Hn-­
focitos T CE) provenientes de Patones in&iijiduales. 

(+)} nd~epo de colonias en expepinentas con NGi. 
(-), m111\er-o dt:' 9'l1U};1(l5 e¡n eixpQ?r•if1le;nh.~s contxioll. 

w 

"' 



T!iBLA 6 

... ___ Ensayo:s: j 2 --- ( ..¡.) (-) (0 (-) ---TJ!l'a ta11-1i e~lo---

r 6.10 
1 

185 .q5s¡ n 

L 985 260 1~~.\?:l 256 

E 242g 350 2056 175 

Respuesta i-!l ill~ de una t.1ezda de c:§htlas p1'1ogeni to­
~as heMatQp@i~t1cas PPOV~nientes d~ ~if~~ent~s ~at.OíleS, 
Celul as tot~l es. (T) ~ ~1H~~hs ?!º!j.!!.,flWJJ.eadas (l;} y (:e'J.ul.as -
Mono~ucleadas sin l1nfoc1t~s I tL), 

(+), nc~o.;er.-c de G\tlfo11!.?ts ern ex]!>eif'iNe~tos Gon !iGI. 
(-) I !1(i.~:l!'~~ d'2' s;PLl.}1C1 S /?f¡¡ ~xpek1 ÍE-l"!!?r!fos !G:OílÜ'10l' 

w 
w 
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linFocitos T y los EC. La cantidad de linFocitos T obtenidos por 

la técnica de rosetas E se dividid entre el ndmero de caJas 

empleadas en cada co-cultivo, en el primer ensayo se sembraror1 

450 mil y en el segundo y el tercero 300 mil cél/caJa. De acuerdo 

a nuestros resultados cuando se separan lin~ocitos T por la 

técnica ya citada, no sólo se elimina linTocitos T sino tambien 

algunos precursores mieloides ya que en aquellos cultivos a los 

que se les agregaron células que contenia el botón que se obtiene 

de la separación por gradiente y que debe eliminarse presentaron 

un incremento de alrededor de 1.5 veces con respecto a L, siendo 

en el caso del primer ensayo 1423 para L+Lt y 992 para L Ctabla 

7J. 

Ahora bien, sabiendo que al depletar linf'ocitos T también se 

eliminan 

riltimas 

algunas 

ten!an 

células precursoras, se 

una densidad más elevada 

supuso que estas 

que la de los 

linf'ocitos T, por lo que se procedió a deshacer las rosetas y 

pasar a estas células nuevamente por Ficoll. Las células 

hematopoiéticas debido a su mayor densidad precipitarían al 

-fondo, en tanto que los lin~ocitos se situarian en la 

interf'ase. Entonces al ce-cultivar células de la interf'ase con 

células 

L. La 

millones 

L CL+LtII la activación seria reducida en comparación 

cantidad de células LtI recuperadas se reduJo de 

en el botón total a 458 mil células en la interf'ase 

a 

en 

el primero y en el segundo ensayo, El ef'ecto supresor no f'ue 

notorio ya que L+LtI con respecto a L en ambos ensayos se 

incrementó de 553 y 315 en L a 759 ·y 639 en L+LtI 

respectivamente Ctabla BJ , manteniendo una cinética similar a lo 

de la tabla 7, 



TABLA 1 

__ Ensayos 1 2 3 ------ (i) (-} (+) (-) (f) (-) 

T~ata"'ienw--

L 992 26Q 962 rn 1339 13Q 

L+Lt 1423 391 
1 

1447 ~90 1973 334 

Culti~o de c~lulas L y eo-culti~o de L Más lanfocitos 1 y ~~it~ocitos de 
ca:Pne!ko (L+Lt). 

(+) 1 nUMe~o de colonias en expe~i~entos con MGI. 
(-)1 rnaMe~o de 9'Jl1'Upos e~ expe~i~entos cont.~o[. 

w 

"' 



HIBLA 8 

... __ Ensayos 1 
-......__-.,_ (·f) (-) 

1'11-::i t.a ... ; Qr.""i-ñ.--. 
... ~\ "'''•"" \..; 11&1 ""'11 

1 553 216 

L+LtI i ?S9 249 
1 

2 
(-!-) 

315 

6"ln .J:? 
1 
1 

(-) 

14 

15 

1 

w 

"' 



DETERMIN/\CION DE L/\ EXISTENCIA DE LINFOC:nos INHIBIDORES EN 

ORG/\NOS LINF/\TICOS, 

en 

Después de comprobar la e>:istencia de lint'oc~tos~~~~-~~/P,~~~,6}es 
médula ósea Ct.abla 6), se deseaba det.et"min·~t~- -~'·:i>.~-~~-:~ ~-·-··ói:-c;fancis· 

linfáticos como el bazo, timo y 

linfocitos ,. inhibidores, para lo CUl9l se emple•~ron en los 

cultivos 250 mil células L y E de médula ósea, además se c:o-

cultivaron células E de médula ósea con 50 ~il células de órganos 

linFéticos: timo, bazo y nódulo linFético en presencia y ausencia 

de MGI. Dentro de la heterogeneidad ya establecida, se obtuvo que 

L presentó menor activación refleJ~tda en el ndmero de colonias 

siendo estas de 1289*349 con respecto a E cuyo valor t'ue da 

2258~650. Los cultivos de E mAs células de Nódulos Lint'Aticos 

CENJ, células E con células de Timo CET) y células E con células 

de Bazo CED) presentaron una activoci6n ligeramente menor a E, 

siendo sus valores promedio respectivos de 2062*650, 2074*550 y 

1885*620 Ctabla 9 y t'ig. 2J. 

Con el propósito de corroborar loa anteriores resultados, se 

repitió el experimento incluyendo un ca-cultivo da células 

mononucleadas de Sangre Perit'érica <ES>, en este ensayo 

nuevamen~e se emplearon 300 mil cél/ceJa de médula ósea más 50 

mil cél/caJa de los dit'arentes órganos lint'áticos , En general 

los resultacjos indican que la respl1esta a la activación de las 

células en l.os diferentes tratamientos Fue menor a la 

tabla 9, sin embargo la cinética ~ue semeJante, de esta formn 

tenemos que L en el primero y segundo ensayo preserltó valores de 

770 y 209, E de 1128 y 793, EN de 871 y 525, ET de 1151 y 719, EB 

de 1154 y 633, finalmAnte ES cim 1062 y 390 Ctabla 10 Y fig, 3J, 



TftBL~ 9 
Ens~yos 1. a 1 3 1 4 

;:;: 6 ,J x ------ (V) (-) (t) (-) 1 (f) (-) 1 (f) (-) (f) (-; ( f) (-) DS 
rr-ata~ (i) 
~ienfo ! 

L 15116: 190 1543 245 944 i03 751 B2 1527! ¡ 462 1458 265 128'9 349 

344411380 24?®1 531 ' 650 E 2:21@ 283 1'70? 36 200~1 63 171'9 25? 2258 
i ! 

r."Íl.il l\l:\ r..9"" 4S1 '"''"' .R "'! ~ .... ..,, 
2606¡ 48811312¡ ---- ........... ~ 39 j=;Q-;:. 39lfi.' 2~852: ~50 !!.l'.l c. j ,:lfQ t:. .. :Lll.~1 "i:t!~ J :r:.b ¡ l ll!:tí..fi 1 -1\..rM 

ET 26?2 404 2766 4?2 21 ?41 4?~j 1493 9!163411 2~1 1"/08 225 20?4 550 

EB 23?~ 3?3 2271¡ 5q5 24'13 i :;·~ 1 819 HilGH~I 23l179PJ, 2?411885, 62GI ..... ~ .. 
' ! ¡ 

' ' l 1 ; ¡ i ¡ 

Crnl tivo de cfluh.s 1H E~ ili ¡,~á:s: c€h~:l~.s &e 116.:iul;;s H¡¡¡f~hco:s <EN)~ 
d;::: Ti l'llO CEO y de Bazo CEB). , 

(+), n(~ePo de colonias en expe~iMentos cen actiuadoP <NGI>. 
(-), n«~ePo de g~npos en expePiMentos contPoles sin MGI. 

w 

"' 
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~~s 1 2 x H) (-~ ( +) (-) ])S 
V:"I:._, .. -...i. -- ""... ,,,,.----
.l. i<.'lf. '·· -:.1.:Jl! ;:;[! ~.(Ji 

1 1 n® 117 209 24 464 361 

1 
E . r~ l. G .... • 13? ?93 92 960 236 

1 "'"""'' 371 
1 

15.til 525 132 698 244 li2'1 
1 

1 E1; 1151. 157 719 H.? 935 305 

t EI: 1154 1?2 633 127 893 368 

1 

E~ 1052 171 390 Hl0 ?26 475 
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(-)~ 011..iMer·o de· g1:1u~os en eK'.t'lerit~0n11üls cont.riol. 
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INDUCCION A LA PROLIFERACION DE CELULAS MIELOIDES POR MGI EN 

AUSENCIA DE CELULAS CON RECEPTORES PARA E, Fe Y C3, 

Una vez demostrado que los linfocitos T tienen una actividad 

s1.1presora en la n1édula ósea, era de interés averiguar el efecto 

de la eliminación de otras células maduras en la proli~e1~aci6n de 

las células precursoras, para ello se utilizaron diferentes 

técnicas de formación de rosetas, las cuales fueron Er EA <para 

EAC <para eliminar 

eliminar 

linfocitos T, linfocitos B y monocitos> y 

linfocitos B y monocitos), Nuevamente se encontró 

variabilidad en la respuesta en cada ensayo, Un hecho que llamó 

la atención en este experimento es la activación en EA, en donde 

los ensayos 1, 4 y 5 fueron de alrededor de 1,3 veces mayor 

que E; en el ensayo 1 E tuvo 2569 en tanto que en EA se vii 

incrementado a 3273 col/caJa. En la media también se nota este 

ligero incremento; para E fue de 2047*615 en tanto que para EA 

fue de 2204±732 (tabla 11, fig. 4J, En los cultivos sin células 

con receptores para C3 la respuesta ~ue mucho més heterogénea ya 

que los ensayos 1, 2 y 3r la proli~eración fue mayor que E. 

Tenemos en el caso del primer ensayo, 2669 para EAC y 2569 para 

E, en tanto que en los demás ensayos, la activación ~ue semeJante 

e n1enor, de tal forma que la media y desviación estandar de 

todos los valores resultaron semeJantes, para E de 2047*615 y 

para EAC de 1961*726 [tabla 11J, 

DETERMINACION DEL TIPO DE CELULAS DE MEDULA OSEA OUE SE ADHIEREN 

AL SUSTRATO DE CULTIVO EN FUNCION DEL TIEMPO Y DEL EFECTO QUE 

TIENE EL SUERO Y EL MEDIO CONDICIONAbO CONTENIENDO MGI. 

En ar1te1•iores resultados se muestra que al eliminar· células 

cor1 receptores para la Fe de J.a IgG se incre1nenta la respuesta de 



HlBLA 11 

k.Ensayos 1 2 3 4l 5 6 x ----- (+) (-) ( +) (-) ( +) (-) (+) (-) (+) (-) (+) (-) DS I:rata=-- (+) 
Mi en to 

1 2159 rni:i 1478 469 213q 256 1195 H~ 282B 910 986 26 1795 696 ... ..,"' 
E 25~9 433 1866 315 2061f 302 1329 69 .ll.320 1®5 293'? 56 204? 615 

EA 32?3 92ª 1695 252 2!Ii32 2:1? 2632 41~8 1G9~ 190 14l39 46 2204 ?32 

EAC 2669 805 2$35 313 208? 211 2348 196 ,_ca ~1~? 1 ~9 1180 2ll. 1961 126 

Cal tivo de c1flulas 1, E, ER (~onon~cleadas sin ~é'lul.as con riec~etores ~apa 
la Fe Ole la !g<i) ~ EAC (Mortone.~cleadas: sin ~~nulas Cj][l J1ec12pt.ories !fo de la IgG -
~((sC3). 

(+)p nmifle!lo de colonias iein eKFe1 ri:~enfos corn MGI. 
(-), n~~eFo de gpupos en expePiMentos cont~ol. 



Fig, 4 
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1 E E~ EAC !RArnMI ENTO 
. Efecto de. la el iMina.ció.11 d121 ~~h~ias ~9n 1:1ieocepioL1es Fe de. la ~G e 

?9$G ¡;¡¡~s coMple~erdo en la. p!'"ollfer·.c~cufo de c~Hdas Pll:iecur=So:ras ~1elo des. 
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la proli~eración ante el inductor. Para determinar fili el monoci~o 

,jur~ga 1Jn papel sup1•esor en la hematopoiesis~ ·f1Je nec:esario 

eliminarlo aprovechando sus caracteristic~~ ~e adheren~ia al 

s1Jstrato, determinando el tiempo y b~jo,q•.ie}condiciones so 
~( ; 

adhiere un mc:iyor n1:1mero de estas célulaS:,_ ,a~~:rTl~-~~:~-~·~~::~..,~·~iffc:_ar que 

los células flotantes se encuentren en bue~~:~:,.:-.~!~~~f{~.i-bA-~,~-. 
Para ello f'•Je necesario probar tiempos de 

incubación o.s, 2, 8 y 32 hr), efecto de ~iferentes sustratos 

de c•Jltivo <cajas de vidrio y pl8stico nacional) además de 

observar el efecto que tiene la pr·esencia del Suero de Caballo 

<SC) y del MGI, ··t-

Al incubar células de médula ósea sin se en caJas de vidrio 

se tuvo que al transcurrir 1/2 hr, el 90X de células adheridas 

rueron granulocitos, a lRs 8 hr se encontró que seg1JfAn 

prevaleciendo con un 74Z, sin embargo a las 32 hr el 91X de 

células adheridas eran monocitos. No obs"l:.C!inte la densidad rl•i 

monocitos en las dos primeras hr f'ue de 118 células <las cuales 

se contaron en dos transectos que cruzaban por el centro de 

la caJa) y Fue disminuyendo al trancurrir el tiempo. En ca,jas de 

plAstico, el comportamiento de la adherencia Vua semejante al de 

vidrio, sólo que la densidad/área m¿:ci1na de macrófagos fue de 70 

células [tabla 12J, 

Cuando se incubaron las c~lulas con sl1ero C0.5 ml/caJa> en 

caJas de vidrio se obtuvieron po1·centaJes de adherencia de 

monocitos desde un 54X en 1/2 hr hasta un 93X a las 32 hr, en 

tanto que los granulocitos presentaron a las 2 hT• un 25Z y los 

linfocitos en 1/2 l1r un 29X como valores méximos. La densidad de 

monocitos f•Je d,, 11 y 53 células en y 

respectivamente. El co111port.amient.o de adherencia en las c.• 1;·Js de 



TABL~ 12 
Incubación Sin Sm:!rio (;q¡ íl Su1?rio 

1 

Con ~ue!'lo !:! MGI 
(hrt'k) 00 (Y. )i (¡i;) 

PUsi:ico M!9· G11a ]) M~f M(lJ Gra Liní D . ~ . 1 ¡·~ G~a Linf )) Me' ff¡(;) 

Jl.12 2@ 80 58 56 2~ 
1 

24 5 1 

2 21 ?9 ?0 60 1? 23 3 
o M 1 1 4® 5? 29 ?2 15 4 u .... .., w 32 80 20 2 84 '.) 

1 1 " ~6 ,J _..,.; 

IJidrio 
112 . 16 90 102 54 1? 29 lú 63 21 10 2'"''1 lif l 

2 .17 83 .HB ?9 25 16 8 t~a 3q 
1 23 164 

! 

8 26 ?i'.! ~l 1 
.. ,,, 
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plástico fue semejante a las de vidrio, sólo que la densidad/área 

de monocitos fue mucho menor, siendo el n1áximo valor de 26 

células obtenidas a las 32 hr , por tal motivo se decidió 

utilizar ónicamente caJas de vidrio en el siguiente experimento. 

Al incubar células con SC y MGI COo5 ml/caja de cada uno> 

durante media hora se obtuvo hasta un 63X de adherencia de 

monocitos con una densidad de 204 cél/transecto. en tanto que a 

las 32 hr fue de 86 X de adherencia y una densidad de 24 

cél/transecto Por otra parte el máximo porcenta~e de 

granulocitos y linfocitos se tuvo a las 2 hr de incubación con 

34 y 23X respectivamente Ctabla 12J, En consecuencia, se 

consideró que la incubación por 1/2 h de las células de médula 

ósea baJo éstas condiciones fue la mejor técnica para depletar 

una mayor cantidad de monocitos. 

EVALUACION DE LA INDUCCION A LA PROLIFERACION DE PRECURSORES DE 

MEDULA OSEA POR MGI EN AUSENCIA TANTO DE CELULAS ADHERENTES, COMO 

DE DIVERSOS TIPOS DE LINFOCITOS, 

Siendo que en el experimento anterior se encontró que los 

monocitos de médula ósea se adhieren en mayor proporción y 

densidad a la 1/2 hr de cultivo en presencia de SC y MGI, se 

decidió proceder de acuerdo a este método con el propósito de 

evaluar la respuesta a la inducción por el MGI de las células 

mieloides en ausencia de células adherentes, asi como de diversos 

tipos de linfocitos, los cuales se eliminaron por rosetas E y EA. 

Se cultivaron células totales CT>r T sin monbcitos <T-->, L sin 

monocitos <L-0>, E sin monocitos CE-p> y EA sin monocitos CEA--), 

Dentro de la heterogeneidad ya descrita, sobresale el hecho de 

que E-- fué el más activado en presencia de MGI siendo la media y 
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desviación estandar de 1562±359 en t.ant,o q1Je T-j!J, L--~ y EA-$6 

pre$entaron c:ompo1·tamientos semeJantes cuyos valores ~ueron: 

968±293, 937•272 y 980±237 respectivamente Ctabla 13 y fig. 5J. 

Un hecho que debe considerarse em la activación presentada 

por T-- con respecto a T debido a que en todos los ensayos el 

primero es mayor, alc~nzando un incr~mento máximo en el ensayo 1 

en donde se obtuvo 1108 col/caJa para T-- y 165 col/caJa para T. 

Con la Finalidad de ver si la inducción a la proliferación 

mostrada en la tabla 13 se modifica al obtener primero células 

mononucleadas y posteriormente eliminar- células adherentes!' se 

realizó nuevamente el mismo experimento, pero para obtener L-~ 

primero se obtuvieron células mononucleadas y posteriormente se 

incubaron para eliminar células adherentes, Los resultados 

indican [tabla 14, fig. 6 J que pr¿cticemento no S}:iste v~riacidn 

en la cinética de proliferación con respecto a los resultados de 

la tabla 13 como puede verse en los valores de la media y 

desviación estandar siendo para T 565±73, 

1003~34, E-f; 1980"'663 y pora EA-? 987±31. 

T-¡¡l 1016"'276, L-j'; 
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TABLA 14 

__ Ensayos 1 2 x -- ( t) (-) ( +) (-) DS 
T1t1ataMien rc--. (t) 

T 61? 208 513 9@ 565 ?3 

Tf-IJ' 821 332: 1212 2Br& 1016 2?6 

L-tr 9?9 263 1~28 3?1 1003 35 - ,.. 
1 

E-W 1511 422 245r~ "112: 1980 664 

EP.-.0 939 B@ 1035 1-18 98? '"'. ,).!. 

Efecto de la elhlinación de las ce'htlas acU1erentes ers la p~olife!'aci6n -
de c~lul as p:rogeni topas 111i e loitles:~ al obtieriero p:ri Mero c{hqlas ~onom.\c leadas y 
po:s:tepioroli'lente eliMirtr:n,, las célulc;.s: a-:UteP:entes. 

<n1 nq~erio ~e coloni.:i.:s: en exp~i:ii~'.?ntc•s con MGL 
(-), nC!r.:eY'o de g-~upos ein :2;-<PeP1r.te-nrnt1o:s contriol. 
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DISCUSION 

La técnica de cultivo de células hematopoiéticas ha 

contri~uido a esclarecer hasta cierto punto los mecanismos que 

operan en el control de la proliferación mieloide, de tal manera 

que en la actualidad se sabe que algunas células poseen efecto 

supresor: se ha determinado que los granulocitos suprimen la 

proliferación de la linea granulocitica-monocitica (64 , 83), los 

macrófagos bloquean la acción del inductor afectando dnicamente 

su linea celular (81 , 84), 

En cuanto a los linfocitos, su efecto en la proliferación 

mieloide es controversial; por un lado se plantea que los 

linfocitos T supresores son los responsables de la pancitopenia 

en algunos pacientes con anemia apl~stica (28 , 67 , 70 , 76), 

pero en individuos normales pocos autores han observado el efecto 

supresor de estas células (29 , 75>, 

tienen ningdn efecto en la regulación 

y algunos concluyen que no 

de la hematopoiesis (78> 

incluso en pacientes con anemia aplástica <85 , 86), 

Al trabaJar con mate~ial biológico siempre se tiene alguna 

variación 

tanto era 

entre los resultados, 

deseable optimizar 

aceptándose hasta un 20 ~. 

la técnica de cultivo 

estandariza'' resultados como por eJemplo: el tipo de suero 

por 

para 

de 

caballo, número de células a sembrar de méd~la ósea y cantidad 

de ind1Jctor (tablas 1, 2, 3 y 4), A pesar de ello, la variación 

se siguió manifestando en nuestros de un ensayo a otro 

resultados, creemos que es consecuencia de la diferente 
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activación celular presentada por cada uno de los 1•atones <tabla 

5). Esta variabilidad puede ser explicada por el estado de salud 

de cada uno de los individuos lo cual implica que su sistema 

inmunológico 

re~leJándose 

puede estar activado 

en una mayor demanda de 

en diTerente 

leucocitos, 

grado, 

y en 

consecuencia las células de médula ósea se verán más estimuladas 

a proliTerar. 

Por otra parte, los resultados de las tablas 5 y 6, nos 

mostraron evidencias de la presencia de lin~ocitos T supresores 

de la ruielopoiesis, porque al ser eliminadas de la m~dula ósea 

CE>, se observó que la proliTeraci6n celular se incrementaba (562 

a 983), Consideramos que este comportamiento no puede ser 

consecuencia de la eliminación de otro tipo de células, ya que 

las dnicas células reportadas hasta el momento con receptores 

para la membrana de eritrocitos de carnero son los linfocitos T 

(87 , 88), Ademas, al eliminar células maduras con capacidad de 

adherencia se siguió maniTestando una mayor activación en E-~ 

(1562) con respecto a L-- (937), comprobándose de esta Torma que 

los linTocitos T son los responsables de la inhibición de la 

proliTeración en estos casos. 

Por otro lado, la cinética de proliferación que se muestra 

en la tabla 6, también nos sugiere que al trabaJar con cultivos 

ricos en precursores mieloides, es más Tactible contar con una 

población 

proliTerar. 

celular m~s homogéne, capaz de ser inducida a 

Al eliminar células maduras, especiTicamente linTocitos T, 
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observamos q•~e tombiérl se perdian células precursoras mieloides 

<tablas 7 y B>. Sin embargo, este hecho no in~luyó en el 

comportamiento de lo cinética de proli~eración puesto que siempre 

fue el misma Ctnblas 9, 10 y 11). No obstante, es importante 

considerar esta pérdida al trabajar con 1nédula ósea humana, ya 

que por lo general se consiguen muestras peque~as y al no tener 

un ndmero elevado de células, se corre el riesgo de que el 

experimento se haga incompleto, ya que hay que considerar que se 

realiza por duplicado y ademas, de llegar a 1neJorar esta ·técnica, 

se podria contar con un ndmero mayor de opciones en la 

experimentación que se realiza. Pensamos que lo conveniente seria 

una revisión de la densidad del Ficoll, de manera que nos per1nita 

la eliminación de linFocitos T pero a la vez recuperar mayor 

cantidad de células precursoras. 

Una vez que detectamos lin~ocitoa T inhibidores en médula 

ósea, fue de interés saber si en algdn otro órgano lin~ético 

existía este tipo de célula. Dado que son centros proliFerativos, 

era lógico pensar que en ellos existieran lin~ocitos T con 
-~ 

actividad supresora. Sin embargo, los resultados (tablas 9 y 10 y 

fig. 2> nos sugieren que las células de estos órganos linF~ticos 

no tienen una actividad supresora evidente, posiblemente debido a 

que los lin~ocitos T supresores no esten totalmente diFerenciados 

y los pocos que e}tisten son los responsables de la ligera caida 

en la activación en EN <698), ET C935), EB C893) y ES (726) con 

respecto a E (960>. En consecuencia , no se puede llegar a una 

conclusión, por lo que es necesario que se realicen más ensayos 

al respecto. Creemos que seria conveniente depletar los 

linfocitos T de los diFerentes órganos linFáticos para 
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posteriormente colectarlas y agregarlas a las células E, a fin de 

evitar la posible interferencia de otras células maduras que se 

encuentren en estos órganos 

Considerando que en 4 de 6 ensayos la proliferación fue 

mayor en EA <2204) en relación a E <2047> y EAC (1961) <tabla 

1 ll, creemos que se debió a que ademas d~ eliminar linfocitos T 

también se eliminan macrófagos Y rnonocitos, ya que se sabe 

que en presencia de MGI las células macrof8gicas maduras producen 

prostaglandina E que bloquea la acción del inductor (79 81), 

Este efecto también pudo ser observado al eliminar células 

adherentes en especial T <339 y 565) con respecto a T-~ <968 y 

1016> (tablas 13 y 14), 

Por otra parte, al elimir1ar previamente células adherentes 

la proliferación resultó mayor en E-- (1562) que en EA-- (980) 

F'enz..::mos que este comporta1niento es consecuencia 

eliminación de células promonocíticas, dado que ellas son célulüs 

comprometidas en pt•esencia de MCP, fácilmente se 

diferenciarian aón més alcanzando una etapa en la ctJal SIJ 

presencia o la producción de un factor no existente en el MCP, 

ayudaría incremental"' la p rc>l iferac ión de células 

granulocíticas y monocíticas. 

Cuando se evaluaron las poblaciones celulares adheridas al 

sustrato de cultivo, se observaron algunas células de este tipo, 

por tal motivo, creemos que si sumamos la pérdida celular por 

adherencia con la que se tiene al e~cct•Jar las téc11icas da 

rosetas, se entenderla el porque de la disminu<:iór1 rl~ la 

prol if'erac:ión c:!n EA-!6 (980) con respecto a E-)l) ( 1562),. mb-:> .¡:n.,¡ sj. 

consideramos que cada célula ~n división liber,. 
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cantidades de MGI (89), 

En la literatura se habla de que al deJar incubar células de 

médula ósea anicamente se adhieren monocitos y macrófagos C90 

91), pero segQn nuestros resultados se adhieren una amplia gama 

de células, encontrando macrófagos, granulocitos, linfocitos y 

células poco di~erenciadas. También observamos que cada una de 

ellas se adhieren al sustrato de cultivo en mayor porcentaJe baJo 

diferentes condiciones: con y sin se y con Se y MGI a diferentes 

tiempos de incubación. Por lo tanto estas pueden emplearse segdn 

el tipo de c~lulas que se desee eliminar, por eJemplo, si se 

desea eliminar macró~agos se debe incubar con SC y MGI por 1/2 

hr, si se quiere eliminar granulocitos se recomienda incubar 

las células de médula ósea sin se por el mismo tiempo (tabla 

12). 

El SC Junto con el MGI promueven la adherencia de monocitos 

y macrófagos en un buen porcentaJe C63 ~), en consecuencia esto 

r'os hace sospechar de la existencia de un ~actor de adherencia 

inespecifico, que no sabemos si es el MGI u otra molécula 

acompaNante que tiene la propiedad de hacer adherir a la mayoria 

de las células con esta caracteristica en media hora, En un 

Futuro seria interesante hacer un análisis cromatográ~ico para 

determinar de que factor se trata, asi como conocer sus 

propiedades bioquimicas, Y• que puede tener gran importancia en 

la de~ensa inmunológica del organismo. 

Finalmente, hemos mencionado ya la contrciversia existente en 

relación al papel regulador negativo de los linfocitos T en la 

hen1atopoiesis humana, tanto en estado normal como patológico, es 

por ello que consideramos importante el hecho de haber detectado 
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actividad supr•esora por parte de estas células en médula ósea de 

ratón, ya que las ir1vestigaciones podr¿n hacerse con este tipo de 

material biológico para lograr detaNninar que subclase de 

lin~ocito T presenta actividad supresora y determinar su mecanis­

mo de acción, En consecuencia, .contribuiria a comprender la 

importancia de esta célula en enfermedades como la anemia 

apl~stica, que pudiera conducir al establecimiento de una terapia 

m~s efectiva contra este padecimiento, 
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APENDICES 

f\péndic• l. 

MEDIO MINIMO ESENCIAL DE Ef\GLE. 

Este medio se utilizó para mantener los cultivos .celulares en 
condiciones normales in Y.U.!:Q• El medio está const.it.u1do de los 
siguientes componentes quimicos. 

AMINOACIDOS 

L-Arginina 
L-Cistina 
L-Glutamina 
Glicina 
L-Histidina HCl.H O 
L-IsolerJcina 
L-Leucina 
L-Lizina.HCl 
L-Metionina 
L-Fenilalanina 
L-Serina 
L-Treonina 
L-Triptot'ano 
L-Tirosina CSal Disódica) 
L- Valina 

VITAMINAS 

D-Ca Pantotenato 
Cloruro de Colina 
Acido Fólico 
Inositol 
Nicotinamida 
F'i rido:-:al, HCl 
Ribot'lavina 
Tiaminci-

SALES INORGANICAS 

Cloruro 
Nitrato 
Cloruro 
S•Jlt'ato 
Clor•Jro 
Fost'ato 

de Calcio Anhidro 
de Hierro III Honohidratado 
de Potasio 

de Magnesio Anhidro 
de Sodio 
Monos6dico Monohidratado 

OTROS COMPUESTOS 

L-Glucosa 
Ro.jo Fenol 

CONCENTRACION 
(mg/l) 
84.0 
62.57 

584.0 
30,0 
42.0 

105.0 
105.0 
146.0 

30.0 
66.0 
42.0 
95.0 
16.0 

104.6 
94.0 

4,0 
4.0 
7.2 
7.2 
4.0 
4.0 
0,4 
4.0 

200,0 
0.1 

400.0 
--~7;67 

6400;0 
125.0 

4500.0 
is.o 

Mediante agitación se diluyen en agua bidestilada 13,4 g/l 
del medio Eagle en polvo, se adicionan 3.4 g/l de bicarbonato de 
sodio, asimismo se agregan antibióticos: Penicilina G 100 u/ml y 
Estreptomicina 100 mcg/ml. Posteriormente se at'ora a un volumen 
de 1000 ml Y se agita hasta disolver el polvo procurando no 
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sobreagitar. El pH del medie> se aJusta a 6.9 y se este1~iliza por 
filtración con bió~·tido de cart>ono, pasándola a tJ'itvés de una 
me~brana millipor·e con poros de 0.22 mict·as. Finalmente el medio 
se almacena a 4°C hasta el momento de su uso, 

Apéndice 2. 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS. 

Esta solución ayuda a mantener a lac células en condiciones 
fisiológicas estables por un periodo de tiempo corto, 

La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de 
fosfato. Las sustancias fueror1 diluidas en un volumen final de 1 
litro de agua bidestilada. 

Cloruro de Sodio 
Cloruro de Potasio 
Fosfato Monoácido de Sodio 
Fosfato Diácido de Potasio 

a.o 
0.2 
2.16 
0.2 

g 
g 
g 
g 

La solución obtenida se aJustd a ur' pH de 7.2 a 7+4 
utilizando HCl 8N, Posteriormente se este1·ilizó la solución con 
filtros de membrana con poros de 0+22 micras de diametro, y se 
almacenó a una te1nperatura de 4ºC hasta el momento de su uso. 

Apéndice 3. 

SOLUCION ALSEVER 

Es una solución amortiguadora, is6tonica, preservativa qun 
permite almacenar sangre entera a una temperatura de 4 ~ por un 
periodo de 5 semanas. 

Los eritrocitos de carnero se utilizan 7 dias despuds de su 
extracción y nunca después de 5 semanas. 

Se disuelven las sustancias sucesivamente en agua destilada, 
luego la solución se esteriliza en autoclave a 15 libras durante 
15 minutos. 

El pH de la solución estéril deba ser de 6.1. 

Dextrosa 
Citrato de Sodio Dihidratado 
Acido Cítrico Monohidratado 
Cloruro de Sodio 
Agua Destilada 

20.50 g 
s.oo g 
0.55 g 
4,20 g 

1000,00 ml 
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