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RESUMEN

A& psrtir de los estudios de FluzniK y Sachs en 19686 (1),
sabe de la existencis de un factor responsable de la induccidn
1z proliferacién vy diferenciacién de células mieloides. Esta
molécula llamada Inductor de Macrdfagos y Granulocitos (MGI> ha
sido amplizmente estudiadas, de tal forms,y que actualmente se
conocen sus propiedades bioquimicas y se ha tenido éxito parciasl
en su purificecién. Asimismo, se han entontrado muchass fuentes
distintas de MGIy sin emberge, Sse sabe muy poco acerca de
reguladores negativos de 1la proliferacion de Precursores
mieloides. Recientemente, se han presentado evidencias del papel
regulador inhibitorio de unas serie de linfocitos T en médula dsesa
sobre 13 proliferacidn mieloidey principalmente en pacientes con
anemia apléstica. Aqui reportamos evidencias esperimentales del
efecto dinhibitaorio por parte de estas células en médula Osea
normal murina, 8si como el doble papel que desempefan los
monocitos en 13 requlacion de 1s proliferacidn mieloide,

Se ntilizéd la técnice de cultive en bicapa de agsr pars
detectar el efectvo de linfocitos T y monocitos sobre la
proliferacién en presencisa y ausencia de MCP, La inhibicidn quedo
de manifiesto en todos los casos ensaysados al eliminar linfocitos
Ty y3 que 1a proliferacidn se vid incrementadsd en consecuenciay
este resultado nos hace suponer que el linfocito T en méduls
dsesd normal posee un efecto inhibitorio.

For otra parte, también es interesante sefalar el hecho de
que al eliminar cé&lulas con receptores Feg las células
precursoras de wmédula dsea respondieron me,jor al MBI, siendo
superior 13 proliferacidn que en los ensayos donde dnicamente se
eliminaron linfocitos T§ en cambio 21 eliminar células adherentes
Yy cklulas con receptores Fc la respuests fue menor en comparacidn
a8 la mostrada por aquellos cultivps en donde dnicamente se
eliminaron linfocitos T ¥y células adherentes. Pensamos que estos
renltados revelan el doble papel que desempelan los monocitos v
macrofagos en el control de 13 proliferscidn mieloide.,

Finalmente, se analiza la posible existencis de un factor de
adherencia en el MCP, el cual facilita 18 fijacidn de células
con esta caracteristica en un lapso de media hora.
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INTRODUGGION

TEJIDO  HEMATOFOIETICO

Lo sangre es un tejido constitulde por A% X de céluless v U8 %
de plasma, el plaume es el liquido intercelular y sirve de
vehiculo o los factores que regulen el mecsniamo honeostdtico
del orgapisme & trovés de la  distribuyelddan de ealory  gmoahy
minerales, vitaminms, proteinag aévices Yy axdcaret, asipdema
regula el pH, tengidn osmatica, teuperatura y niveles hormonalaes
(2 530, i

Law cdlulos circulantes en la sangre seon los eritrocitos cuyns
Funcion congiste en el transporte de oxigens ¥y bidxide de
corbono, ¥y los leucaciton que constituven una linen de defensa
del organismo contre agantas patdégencs (4.

Les células sanguiness se origilaen en la elapes embrionaris en
el soco viteline, pasteriormente migran al higedo y hago
embrionario ¥ finalmente se establecen en le médula dsee (2).

En 1is» méduls désea me localiza el tejido hematepoiético ( que
es definditivoe en la edad adulta) v este constituida por veses
sanguinens, noervions, cédlulas libres y un trama celulsr (estroma)
en tode la extension de la médula, siende en este medio estromal
donde se locelizan lss cdlulas mesenquimptosas que dardn origen @
las diferentes liness celulares. Por tante, se considera que 1a
méduln duem es un arganeo limfo~reticuleo~endotelial que interviene
@n la inmunided celular ¥y humoral ;4 v N

Uns de lmas caracteristices de las células hematopoidticas

madursgs ns Su continue generacidén y muerte submecuente., Asdl, pars



el mantenimiento de los niveles celulares nnrmalea es nareqarla

ls existencia de un sistema de répida generac16n v fque la

poblacién regenerante permanezcas & lo largo

organismo (4> La teoria nas asceplada scervca del orlgwn de 7ia€
cédlulas ee lo teoris monofilética, la cual sast1ene que aolo un

tipo celular da origen a todas las liness celulaves maduras £7

8).

Till vy McCulloch (?)y, descubrieron que ‘al ‘transplantar
célitlas de médulas ébsea o de baxo de rastonets sanos singénicos s
otros letalmente irradiados o dafiados con agentes toxicos,
algunas de estes células eran capaces de autoduplicarse y formar
nddulos celulares en el bazoy constituidos por eritrocitos,
granulocitoas, monocitos, megacariocitos ¥ células
indiferenciadas, f las célulss con 13 capacidad de proliferacion
se le llamé CFU-S (del inglés Colony-Forming United-Spleen), De
esta forma se pudo determinar las caracteristicas de las c¢élulas
primordios! autorrenovacién, produccion de progenie diferenciaday
8lta capscidad de proliferacidén ¥y capacidad de sutorregulacién (4
y 10,

Los trabajos posteriores sobre repobla:idn'celular (10 5y 11D,
reportaron unas distribucién heterogénes de 1a CFU-8 dependiendo
del tiempo de incubacién, e estos resultados se llegd a plantear
la existencia de jerarqulas enp 1a CFU-S, en donde existe un sélo
grupo de células con 13 capacidad de autorrenovacidn llamadas
Celuls Tallo o Célula Madre Pluripotencisal, que puede diferen-—
ciarse a CFU-BGEMM (CFU~Grenulocitos, Eritrocitos, Monocitos vy
Megacariocitos), y dependiendo de los factores que estimulen &
egte grupo celular, se dard origen a colonias de macrdfagos vy

granulocitos (CFU-GM), eritrocitos y medscariocitos (CFU-EM),



teniendo que cada paso en su diferenciscion estard en relacion

inversa a su potencialidad de originar diferentes liness

celulares, hasta 1llegar a tener dnicamente progenitores monopo-
tentes como los pronormoblastos, promegsacariocitosy mieloblastos

y promonocitos, que llegardn 3 dar origen & las células

eritroidesy a2 los megacariocitos, @ los granulocitos y monocitos

respectivamente (12 , 13 14 » 15, En cuanto 8l origen de los

linfocitos se ha planteadoy que su linea se separs directamente

de la célula madre pluripotencisl 13>, pero trabajos mis

recientes indican que pueden provenir de la CFU-GEMM (14).
Se han obtenido grandes avances en los conocimientos de los

fendmenos que caracterizan 2 1la hematopoiesis gracias al

desarrollo de las técnices de cultivo de tejidos vy en especial de

las +écnicas de cultivo de méduls dsea en agar introducidos por
Fluznik y Sachs en 1965 (173 y Bradly vy Metcalf en 19466 (18>, las
cuales han permitido 1la investigacién ascerca de los factores que

intervienen en 1la regulscién del proceso hematopoiético, ayudando

también =3 comprender 13 biologis basics de la diferenciacién

celulary la patogénia de las enfermedades hematoldgicas y la

biologia del transplante medular (& 4 19 , 20).

ORGANOS LINFATICOS

El sistems linfitico es un sistema de circulacién cerraday @u

funcidn es 1z de suxiliar al torrente sanguineo en la evacuacion

del liquido histico. Ademdsy, e€s un medio por el cusl sslen 2 1la

circulacidén sasnguinea los linfocitos, que son unidades del

sistema inmunitario v estdn diseminadas por todo el organismo,

como células aisladas y como agregados difusos en el interior de



los drganos linfoides (3). Dllados sus caracteristicas el sistema
linfatico se puede dividir en dos grupos? los organos linfoides
centrales que incluye a 13 meéduls ésga y el timo, donde por
mecanismos completamente ajenos a 13 estimulscidén antigénica, las
células precursoras proliferan y se diferencisan en linfocitos, Y
los te,jidos linfsticos periféricos que comprenden a los nédulos
linf3ticos ¥y el bazo, donde el desarrollo linfoide es dependiente
del antigeno (21).

Come se menciond anteriormente la médula dses es el sitio de
origen de las células hematopoiédticas. For otra parte, cres un
microambiente protector en el que las células inmunes pasan por
la etapa proliferativa (21).

£l timo es un oérgano formadoe por dos l16bulos localizados en
la regién ventral de 1la cavidad torécica y en la parte inferior
del cuello (3 , 4). Los lobulos estén constituidos de una cortezs
v 13 medula, demarcacién que establece diferentes porciones de
linfocitos en cada une (21). Al parecer los linfocitos que se
producen por mitosis en los l1ldébulos passan 2 la méduls en donde se
diferencian adn mds y luego migran del timo (22),

En la mayoria de las especies de mamiferos, el timo se
desarrolla casi por completo antes del nacimiento (3 , 21),
siendo su prinecipal funcidn 1la produccion de linfocitos T
inmunocompetentes por modificacidén y proliferacion de los
linfocitos bésicos producidos durante 1la linfopoiesis (4 , 23),

For s lado, los ndédulos o gasnglios linfaticoes s0n
estructuras encapsuladas de forma oval gue estan intercalados
como filtros biolégicos, su tamalNo variz desde 1 mm hassta
aproximadamente 1 cm de diametro (8). Los ganglios linfaticos se

encuentran rodeados de tejido conectivo y son satravesados por los
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vasos linfdaticos aferentes y eferentes. En el interior de 1lous

ganglips linfdticos se locaslizs una red de fibras reticulsres que
forman un soporte para los linfocitos, los cuales se encuentran
agrupados vy forman prolongaciones llamadss cordones medulares
(24, La principal funcidn de 1os ganglios linfaticos es 1a de
actuar como filtros biolégicos inespecificos gracias a ia
actividad fagocitaria de los macrdédfagos (22 , 24).,

En relacién 31 bazoy es un drgano localizado debajo del
diafragma, detrds ¥ 3 1la i=quierda del estdmago, recibiendo una
buena wvascularizeacidn & través de una arteria esplénica vy 1la
drena por medio de la vens esplénica hacia el sistema porta-
hepatico (25). El bazo estd cubierto de te,jido conectivo, el cual
forma trabdculas y entre los espacios de estas se encuentran
incluidas 1la pulps blanca que estd formads por corpisculos de
Mzlpighi, qua son foliculos infsticos, v la pulps rojs que estd
constituida por un amplio seno poscapilar (4 y 8). E1 bazo
realiza las siguientes funciones? produccidn de linfocitas;

almacenamiento de plaquetas y filtracion de 1s sangre (3 , 4).

LINFOCITOS

Los mamiferos han desarrollado tres mecanismos de defensa

contra los agentes patdgenos? la piel y mucosas, las cuales son
barreras pasivas; un sistema de defensa activo inespecifico dsdo
por los macrofagos y los granulocitos y finalmente un sistema de
defenss especifico que es realizsdo por el 1l1llamado sistems

inmunoldgico (246D,

Los Jlinfocitos son las células Funcionales del sistema

inmunoldgico. El tamatio celulsr es variable vy se clasifican en



tres gruapos? los linfocitos pequelios, de 8 8 10 micras. de
disdmetro, se caracterizan al ser teRidas con colorante Giemsa por
tenaer un ndcleo redondo 4 ovalado con ligerss indentaciones vy

cromatine densays e1 citoplasme es escas0 ¥y apenas sobressle  del

nacleo por uno de los bordes de un color 3zul abscuro. 1

linfeocito medianoy que mide de 10 & 12 micras de diémetro, al
nficleo es menos denso y tiene mayor cantidad de citoplasma el
cuzl se tife de un color azul palido. Finalmente el linfocito
grande wmide de 12 3 16 micras de didmetro, su citoplasma es
abundante de color azul grisdceo con finos grdnulos azurdfilos vy
el micleo es mucho menos denso a8 los anteriores y puede ser
localizado excéntricamente (2, 25}.

Los linfocitos tienen su origen en la médula dses al igqual
que las demss células sanguineas, originidndose en forma de
células pre~-R o pre=-T (277,

Las ceélulas pre—K adquieren las caracteristicas de linfocitos
B en la méduls oseaz ¥y las pre-T migran a3l timo en donde
adguieren caracteristicas de linfocitos T maduros
independientemente de estimulos antigénicos. Fosteriormente los
linfocitos B y T absndonan estos tejidos para poblar & las
éorganos linféticos secundarios en los cuales entrardn en contacto
con los estimulantes antigénicos, diferencidndose hacis c¢élulas
efectoras (2§ , 26).,

El linfocito ¥ en presencis de un antigeno, se diferencia
hacia una céluls plasmidtica que se caracteriza por la secrecidn
de inmunoglobulinas (Ig), dando con ello una respuesta humoral.
Existen cinco clases de inmunoglobulinas y cada una de ellas es
producida por un grupo o clen especifico de cé&lulass plasmaticas

que se derivan de linfocitos estimulados exclusivamente para



10

ello. Ile esta forma existen cuatro subtipos QE linfocitos R
antigeno-dependiente! los linfocitos By ; Byr Regvy By que
presentan en su menbrans IgMy IgG, Iéé é Igm _respectivamente.
Todas estas células provienen de  ‘un- .lin%ocito E més
indiferenciado el cual se caracteriza por presenﬁar IgM e Igll en
su membrana (26).

Los linfocitos T localizados en el timo adquieren madure=
reconocida por la apariciéon de diversos receptores de superficie,
como los receptores de eritrocitos (rosetas E) y receptores de la
Fc de la IgbG (28 , 29 , 30), Ie esta formaz se han carscterizado
funcionailmente cinco tipos de linfocitos T¢ los linfocitos T
amplificadores (Ta)l, linfocitos T auxilisres (Th), linfocitos T
citotéxicos (Tc)hy linfocitos T desencadenadores de 1a
hipersensibilidad retardada (Td) ¥y los linfacitosiT supresorTes de
la respuesta inmune (Ts) (246 , 29),

Cabe mencionar que dentro de 1las poblaciones de los
linfocitos T se han incluido también a8 'las células asesinas
naturales (NK) (31 , 327,

La respuesta inmunoldgica se desencadens cuando las células
accesorias como los macrofagos detectan ¥y presentan los antigenos
2 los linfocitos T, espacificamente 2 Th ¥ Ta, quienes bajo esta
influencia prolifersn y se diferencian en sus formas efectdras.

Asl, los linfocitos Th asctivados interactdan con los linfocitos B

en presencis del antigeno induciéndoles a proliferar Y
diferenciarse 2 células plasmdticas, l.os linfocitos Ta, de 1a
misma manera activan y estimulan la proliferacidon Y

diferenciacién de 1los linfocitos Tc, quienes destruyen a 1las
células que engloban @ los antigenos a través de una ‘interaccién

célula-céluls, For su pacrte los linfocitos Td ayudan a mantener »
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lus  aentigenos en el sitio de 1a invasidn

y -desencadenan
respuests inflamatoria (Ré , I,
¥

la

Los productos secretados por las poblaciones
median lag respuestas inflamatorias sond

de

linfoides que

factores quimiotacticos
macrofagos, factores inhibidores de 13 migracidn de

factores de proliferacidn tento de Llinfocitos como de
precursores de

macrbfagos,

médula beea, linfotouinas, . gama-interferodn,

factores de transferencia ademds doe las inmunngimbulinaﬁ- (26 y
30, 33).

Las inmunoglobulinas

san moldeulas

el

la destruccidn del agente estralo.

Esta molécula tiene una unidasd estructural basics fﬁrmuua pey
custre cadenas polipeptidicas (Figura 1), Dos cadenas pesados

[$25
unidas por dos puentes disulfure y dog

cadenass ligeras (L),
cadenas

.an
L se unen a la porcidn aminu terminel de las dos cadenast
H»

dando origen a una fraccién fijadora de antigonos (Fabd vy el

resto de la cadens H es la fraccidn cristalizable <(Fad). &1
extremo de las cadenss L y R se dividen en dos

fraccidn voriable (v) ¥y una constante {ci.

N

seacionent uns

La fraccidn variable
tiene una secuencis diferente de sminpacidos dependiendo de

la
clase

de anticuerpo v del sitio de combinacidn con el

antigeno.
La Fraccian Fc de 13 cadena H tembién tiene regiaones ¢y ¥ eh base

a las diferencias antigénicas de astas regiones se dan las

cinco
clases de Ig ¥a mencionadas (343,

Apsrte de las Ig,

Histe un grupo de proteinas sdricas gque
intervienen en la respuesta inmune, llamado el sistems del
complemento. Este stistema lo constituven aprovimadamente 18
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Sitio de £ijaciftn del '
antigeno NH_+

l.S—S5- S -8
-5
(0.0}

T

P22 cadena n

L] cagema n

. -5~5~ Puente

1 . ] L Disulfuro

Fig. l. Unidad bfsica de una inmminoglolulina. Las cadenas H unidas por dos
puentes disulfuro (regifn de la bisagra) y consta de una regibn —-
variakle (V) y una constante (C). Las cadenas L se unen a las H —
por un puente disulfuro, tambi®n cuentan con una regitn V y una C.
Fab (fraccifn fijadora de antigenos). Fo (fraccifin cristalizable).



protetnas quimica e inmunolégicamente diferentes, las cuales
acttaan de manersa reciproca unas con otras, con el anticuerpo ¥y
con las membranas celuiares. Las moléculasi del complemento
circulan en la sangre en forma insctiva, se las designa con un
nimero?! ci, C2, C3,+¢¢ €9 © con nombres triviales como
Properdins, Factor ¥, Factar D, Factor & y RIH (32). & partir del
tercer compdnente (Fraccién C3), se adhiere de forma secuencial
los productos del complemento, constituyendo unz cadena sobre
algiun agente infectante, generando un sitio reactive gue tiene
afinidad para 3lgunos receptores sobre los macrdfagos y asi torns
a8l microorganismo m&s susceptible de ser fagocitadeo (35): Existen
dos wvias de activacidon del complementoy 1z via cldsica y la
alternativa o vis de 12 properdina, La via clasics puede ser
activada por complejos antigeno—anticuerpo o inmunoglobulinas
agregadas de la clase IgG e IgM, también la pueden iniciar el
[INA, membraznss celulares y enzimas semejantes 2 la tripsina (13 ,
32), La vis de la properdina se sctiva inmunolégicamente por la
IgA, IgG e IgE o por estimulos como los complejos polis&caridos,
lipopolisacaridos y enzimas seme.jantes & 1la tripsinse (13 , 32
362,

En la actuslidsad 13 presencia de receptares Fc de la 1g6 es
evaluada principalmente por el ensayo de rosetas, en donde
eritrocitos xenogénicos son cubiertos con anticuerpos (EA)Y (37
38 y 3%). L# actividad del receptor Fe se manifiests por 13
adhesién de eritrocitos a la superficie de la membrana de las
células que presentan estos receptores (linfocitos T ¥ Ey
macréfagos y leucocitos polimorfonucleares), formando una
confiquracidn llsmada roseta (26 , 40 , 41),

En  forms andloga se pueden evaluar receptores piora O3b  en
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diferentes células mediante la técnics de rosetadoy 1la cual se

realiza en forma sencilla emplesndo eritrocitos sensibilizados

con - inmuneglobulins vy posteriormente suero para favorecer 1la

incorporacidn de 13 fraccidén €3b del componente a3l EA formando

EAC (42), Las células que se han caracterizado por poseer los

receptores " €3b son los eritrocitos, laucocitos

polimorfonucleares, linfocitos B y macrofagos (43).,

MACROFAGOS
Como anteriorente -se  menciond, las células madres
pluripotenciales son  las

precursoras de todas 1lss lineas

celulares hematopoiéticas que se originan en la méduls ésea,

estos células dan origen a las células madres comprometidas, que

en su oportunidad originarsn & los monocitos (44).

Los monocitos y macréfagos son células que se encargsan de la

defensa inmunolégica inespecifice del organismo, a3 través de 1=

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

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

La céluls més inmadura de esta lines celular que es

reconacible morfoldgicamente son los promonocitos, 1los cuales

tienen un didmetro de 10 a3 18 micras y su capacidad fagocitaria
esta escasamente desarrollada. Los monocitos son los elementos

circulantes de los fagocitos mononucleares, tienen un disdmetro

aproximsdo de 12 a 20 micras, son muy méoviles y fagociticos (47).

Una vez que los monocitos salen del torrefte sangquineo vy entran
al tejido, si permanecen viables, entonces madurarédn haciaz
macrofagos (48 , 49). Estas células pueden alcanzar un tamafio de

100 micras de dismetro, siendo muy eficientes en 1a fajgocitosis y
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bastante méviles (47).,

En preparaciones terNidas con Giemsa, s&¢ he "‘podido encontrar

que el monoblasto es dificil de diferenciarlo dé”los mieloblastos
y de las célulss més primitivas, poses un ciidplasma pequefNo
ligeramente bassdfilo v contiene escasos grénulo%l azurdfilos, E1
niclen es redondo 12 ovalado «on pequetias inden{aciones con une o
dos nucledlos:s El promonocito tiene caracterisﬁicas gemejantes,
pero con npicleo irregular, usualmente concsovalado ¥ no se
observan nucledlos. El monocito tiene un micleo por lo general en
una posicidn central de forma arrifionads con ligeras
indentaciones, pﬁede también presentar dobleces sabre si mismo vy
no tiene nueledlos visibles. El citoplasma se  tiRe de azul
griséceo con finos granulos szurdfilos ¥y o en alguneos pueaden
apareceyr wvacuolas (2 , 73 El mscrdfage es mads grande que el
monocito, el ndcleo puede ser oval o indentado vy lqs nuecledlos
pueden ser visibles. El citoplasmas muestra michas vacdolas vy
grénulos densos localizadous principalmente alrededor del ndcleo.
Los macrofagos muestran numerosos pseudopodios ¥ en ellos muchas
mitocondrias (2 , 44).,

Los fagocitos mononucleares en respuesta a su ambiente
pericelular secretan enzimas hidroliticas, &cido araquidénico y
productos de oxigenacién (prostaglandina E ¥ F), moduladores del
comportamiento celunlar (CF8, factores estimuladores e inhibidores
de linfocitos vy leucocitos polimorfonuclesares), susténcias
citotditicas como el interferdn ¥ compuestos del complemento (S0).

Debido & la existencia de ciertos receptores locslizados en

la membrana celular de los fagocitos mononucleares es posible que

se fijen vy se puedsan ingerir particulas opsonizadas vy complejos

mscromoleculares, Asd, los receptores de superficie se han
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determinado que son exclusivamentie pars proteinass inmunoldgicas?

IgGy IgE, Igh e IgM (receptores Fc) y componentes del complemento

(receptores C). La eficiencia de 1z mediazcidn de los receplores

se ve incrementads por 1a participacion de los receptores del
complemento (GL , S2).

Fc

REGULALORES LE LA HEMATOPOIESIS

El cultivo de 1las células hematopoiéticas in vitroys

ha hecho
posible el estudio de los reguladores positivos ¥ negatives que
intervienen en 1o proliferascidn y diferenciacidn de las células

mieloides (13 5, 9S3). Ulentro de los controles positivos se

Macrophage and

encuentra el MGI ¢ por sus siglas en ingleés,

Granuloecyte Inducer) (54%, que estimula la proliferacidn de

precursores hemsatopoiéticos

a 1la formacién de wmacrofagos vy

granulocitos (200, A esta protelna se le hs denominado de
diferentes formas! CSF (Colany Stimulsating Factor) (55) y CSA

(Colony Stimulating Activity) (563, Los MOI pueden ser proteinas
o glicoproteinss, dependiendo de las células en que e hayan
producido (1S5 , S57), asimismo es elaborado vy

secretado por
células malignas y normalesy

tanto in vivo como in vitra; ademss
L35 produccion puede

ser inducida por agentes tales como

Lipopolisacdrido bacterianos (LPSY, asi como por endotoxinas como
el ZYROS3Ny glucan, derivados proteinicos purificadosy

Bacillus Calmette-Guerin,
miristato, entre

Mycobacterium tuberculinas vy forbol

otros (2¢ , 58 , 59). Por otro ladoy se ha

encontrado que wisten MGI con pesos moleculares desde 20 OO0
hasta mds de 200 000 daltones pasando por una gran cantidad de
valores intermedios) 31 parecer dependiendo del érganoc del cual
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se obtenga (52 , 60 , &1 , 62).

Aparte de la gran heterogeneidad encontrada pars los pesos
maoleculares del MBI, las funciones que se ile han asignado a3 estas
moléculas son muy wvariadas, por ejemplo (33), se supone que hay
MGI que induce & 1l formacidn de coloniss de macréfagos vy
granulocitos llamads MGI-1 y el que induce a la diferenciscién de
células precursoras mieloides llamads MGI-2. Ademés se supone que
hay tres formas de MGI-1! MGI-IM que induce 1a formacién de
macréfagos, MGI-1G induce 1la formacién de granulocitos y MGI—-1MG
que induce 13 formaciéon de macréfagos ¥y granulocitos (15 , 21).

Como se ha descrito, el MGI es un factor de activacidn de 1la
hematopoiesis ¥y su efecto esta regulado por factores inhibidores,
se han detectado que =2lgunos de ellos son lipopolisacaridos
localizados en los sueros de humano y raton, tanto - en estado
normal como patoldgico (63).

También se ha encontrado que algunas células hematopoiéticas
maduras dinhiben 1a generacidn de méds células maduras. Tl es el
caso0 de los granulocitos que son capaces de dinhibir 1a
preoliferscibn de 1la CFU de sangre periférica (464). lLos productos
de estas células como 1a lactoferrrina vy algunos derivados
seme.jantes a3 1as chalonas, afectan 1z producecidn y liberaciédn de
MGI (20 y 65 4, 66).

Algunos autores (467 » &8 49 5 702y han encontrado que los
linfocitos T de méduls osea suprimen 13 proliferacidn de los
precursores hematopoiéticos en pacientes con anemia aplastics.
E£stos resultados se han confirmado, vya que 31 tratar a pacientes
con  agentes inmunosupresores muestran una parcial o total
recuperacibébn (71 , 72 , 73 , 74>, En individuos normales se ha

detectado la presencis de linfecitos T  supresores de 1z .
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hemstopoiesis, pero ainn existe controversia &cerca. de 1l1a
activacidn de estes célulass. Spitzmer y Vernas (29 v . Barr vy

Stevens (735, reportan que . se presenta naturslmente mientras que

kacigalupo et -3l . 7(75)'fenquentran que necesi@énﬁ’”de: la

estimulacidn de agentes miteogénicos pars que-se

sctividad,

Se «cree que los linfocitos T supresores Jﬂeb%ﬁ,ﬁn péhél muy
importante en 1ls hematopoiesis como un factor‘}egulédor (725
76). Estss c«ceélulas se han carscterizsdo fenotipicamente por
presentar receptores pars anticuerpos monoclonales Leu—22at+ (28),
OKT8+ (77) receptores para eritrocitos (E+) y receptores pars
ls Fo de la 190G (67 5, 735,

For otro lado, se ha reportado que los macréfagos . regulan
dnicsmente la produccion de c¢células eritroides (78>, Otros

autores (79 , 80 , 81), indican que inhiben su propia produccién

a3 través de 1z elaboracidn ¥ secrecidbn de prostaglandinz E (FGE).

Tal como se ha descrito, s notoria la discrepancia acercs
del papel que juegan las células madurss en la regulacidn
negastive de las hemstopoiesis. For ello se creyd conveniente
evaluar el papel regulador de los linfocitos T y de 1los
macrofagos en 1la hematopopiesis en células de médula dsesa
miring, con l1la intencidn de contribuir al esclarecimiento de los
mecanismos que regulsn lo proliferacidn de las célulass mieloides,

Fara lo cual fue necesario en primer lugar, optimizar 1a
técnics de cultivo en agar con 18 finalidad de homogenizar
resultados. Fosteriormente se detectd 1s presencisz de linfocitos
T supresores en la proliferacidn celulsr utilizando un sédlo ratdn

por  experimentn, de digual forms mezclando las aflulss de  da
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médula de varios raotones. For otra parte, también consideramos
conveniente determinar si  en otros @ drgsnos’ linfdticos se

encuentran  linfocitos T supresaores. Finalmente, se evalud la

induccién a8 1a proliferacién de prec@rsorus de médula dsea por el

MBI, en ausencia de células con receptores paras. £, En, EAC, asi

como de células adherentes.
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MATERIAL Y METODRO

MATERIAL BIOLOGICO.~ Para la realizascidn de este trabajo se

utilizaron ratones hembra de la ceps CIi~1 de 6 a 12 semanas de

edad .

CONDICIONES NE CULTIVO.~ Se trabajo en una campsns de cultivo
que previamente habis sido 1limpiada con slcohol al 70 % O
isodine (Norwich Co, Méx.) y esterilizads durante 20 min con luz

ultravioleta, asimismoy todo el material de cristsleris se

esterilizdé previamente en autoclasve.

FPara el cultivo in vitro de las células de médula dOsea se

utilizaraon cajas petri de vidrio (Pyrex, UBA) y de pléstico

(Iurango Vela, Méx.) de 60 > 15 mm, las células sembradas se

mantuvieron en una incubadora con una temperaturs de 37°C v  una

atmdsfera de 10 % de CO2 en asire y humedad saturante. El1 medio

que se utilizd fue el Medio Minimo Esencial de Eagle (ME)

usad (Apéndice 1),

(Gibco,

al que se le agreqd 3.7 g/l de Carbonato de

Sodio y antibidtico (Penicilina G 100 UI/ml y Estreptomicina 100

mg/ml), ajustado a3 wun pH de 7.2 y filtrado para fines de

esterilidad con filtros de membrans (Millipore, USA) con un poro

de 0.22 micras de disdmetro. El1 medio esteéril se mantuvo en el

refrigerador a3 49C hasta el momento de su uso. Para el cultivo de

células se empleé ME suplementado con 106 20 % de suero de

-

caballo (SC) {Gibco, usa. y Microlaby HMéxi)y prevismente

desactivado a S54°€ por 30 min, y almacenado a3 —-20°C.

Fara mantener a 1las células en condiciones fisioldgicas
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estables por periecdos coartos de tiempoy se utilizd una Selucidn
amortiguadors de Fosfatos (8AF) (Apdndice 2. Estas solucidn se
ajustd  a un pH de 7.2 y se esterilizd con un filtro de membrana
con poros de 0.22 micras de didmetro y se almacend a 4°C .
Con un microscopieo invertido (American Optical, UBA) se

observé el estado de les células ssi como la proliferacidn de las

mismas en base a grupos Yy colonias formadas.

FRUEBAS DE ESTERILIDAL, - Fara probar la esterilidad de los
medios y solucidnes empleados.en nuestros cnltivos, se colocd una
gota en un tubo de ensaye conteniendo 2 ml de Caldo de Sova
Tripticaseina a1 3 %y o calde de Sébouraud (Bioxony NQN.)
(previamente esterilizados en autoclave) agiténdose e incubéndose
por 48 hr 8 320C, al término de l3as cuales se observd 1a posible

existencia de microorganismos contaminantes.

ORTENCION DE CELULAS DE MEDULA OSEA .~ Se sascrificaron los
ratones por descervicacion, se extrajeron los fémures los cusles
se colecaron en una caja de petri con ME, A los fémures se les
perford ambas epifisis y con la ayuds de una jeringas de 1 ml, se
les hizoe fluir ME de un extremo & otro para extraer todas las
célulss de la médula, se colectaron las células en tubos de
ensaye para posteriormente lavarlas tres veces con 8AF mediante
centrifugacidn a 800 gravedades (B) por 3 min., La cantidad de
cédlulas obtenidas se determind por conteo en un hemocitdmetro
(American Optical, USA), cobtenidndose les cdlulas Totales (T).

Fara obtener las células mo;onucleadas (LYy me utilizd un

medin de separacidén de leucocitos, en este csso se usd un

gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma Chemical, USA) con densidad de
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1,077 a/mls se colocd la muestra en este gradiénte y desphes de
centrifugarse. por 30 min 3 500G, se recuperaron anicamente las
células de la interfase, 1as cuales se lavaronicon MEs El ndmero

de células obtenidas se determiné por conteo enun hemocitédmetro,

TECNICA DE ROSETAS E «~ Se obtuvieron eritfocitos de carnero
(EC) en Solucidn de Alsever (Apéndice 3) en pr&ébrcién 131 5, loas
cusles son mantenidos por 7 dias 3 £ € antes dé su uso, no deben
emplearse en esta técnica EC despuds de § semanas de extraidos.
Faras activar los EC, se lavasron 3 veces por centrifugascidn a 800G
por 3 min en SAF, se les agregd 1 /ml de neuraminidasa
tSigma Chemical, USA) y se incubaron a 37°C por 30 min,
finalmente se procedid a lavarlas con SAF otraé 3 veces., A las
células blancas 3 ser ensayadas se les agregd 0.2 ml de los Ef
activadosy se centrifugaron @ 8006 por 3 min y ée incubd el botdn
g 37°C durante 30 min. Fosteriormente, se resu%pendib susvaenente
el boton de células, se colocéd la muestra en un gradiente de
Ficoll- Hypaque con densidad de 1.077 g/ml vy después de-
centrifugar 3 300G por 30 min, se recuperaron dnicamente las
células de la interfase, obteniéndose de esta msners solamente
células mononucleadas sin linfocitos T (Ed. Por dltimo, se
lavaron can SAF centrifugéndose 2 500G por 10 min vy el ndmero de

células obtenidas se evalud en un hemocitémetro,

FREFARACION DE LA DILUCION DE INMUNOGLOERULINA G (IgG).- Se
di1luyd inmunoglobulina G (7s, IgG, Cordis Labs, USAY en SAF a 1 ¢
1600, Se almacend esta solucidn en tubos de ensaye colocanda 2 ml

pur cada tubo vy mantenieéndose en congelacidn hasts el momento de

SU . USO. La dilucioén de Ig6 una ver descongelads no se utilizsé
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postervinrmente por lo cusl se desecho el enxcedente.

FREFARACION DE ERITROCITOS OFSONIZALOS CON. ANTICUERPQ (EAY.
Fara opsonizar los ECy primero‘ée lavaron® con SAF- 3 vecds:
centrifugandose cada vezx a3 800G durante 3 min, después}bof.gdda

ml de eritrocitos se agregaron 4 ml de SAf asRadiéndose un volumen

igual de IgG. Ests mezcla se resuspendid y se incubbd a 3I7°CH ppi"

30 min. Fasado este tiempo se lavaron 3 veces con: SAF "y “se

resuspendid el botdn en 4 ml de SAF slmacensndose a 4°C,

OBTENCION DEL SUERO DE RATON.- e sacrificd el ratdn dejando

a3l descubierto 1la cavidad cardiacs, se‘seccionb el corazén y se

procedié a colectar toda 1a sangre en un tubo de ensaye con 1la

ayuda de uns pipeta de 2Zml. L& ssnygre colectzds ze mantuvo &

temperatura ambiente por 15 min. Fosteriormente se mantuvo uns

hora en el refrigerador en un vaso de precipitado con agus.

fasado este tiempo, se despegd con mucho cuidado el codgulo de

las paredes del tubo vy se centrifuge =2 1000G por 1% min.

Finalmente el suero se recolecté en otro tube, E1 suero obtenido

de esta manera y diluido 10 veces en SAF (1:10) se uséd para 1a

preparacién de eritrocitas opsonizsados con anticuerpo 14
complemento.

FREFPARACION DE ERITROCITOS OFSONIZADOS
COMFLEMENTO

CON  ANTICUERFO Y

(EAC) .~ Se mezclaron partes iguales de eritrocitos

wensibiliczados con anticuerpo Y suero de raton 31 10 r ) se

resuspendieron vy  se incubaron a 37°C por 30 min. Después se

lavaron 3 veces con SAF a B0OG, For 4ltimo se resuspendid el

boton en un . tubo de casaye con 2 ml de SAF, almacensndosc en el
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refrigerador a2 4 % introduciendo el tubo en un vaso de

precipitado con sgua.

TECNICA DE FROSETADO EA Y EAC.,~ Después de haber obtenido
células mononucleadas, se dividieron en partes igusles en dos
tubos y wse les agregd 0.2 ml de EA y EAC respectivamente, se
formé un botdn centrifugsndose a 800G dursnte 3 min, incubdndose
a 37 ° por 30 min. Iespudéds de transcurrideo este tiempo, se
resuspendid suavemente el botdén de cada tubo y se pusieron por
separado en un gradiente de Ficoll-Hypaque centrifugdndose a 5006
por 30 min, se colectaron dnicamente las células de 1la interfase,
obteniéndose células no formadoras de rosetas EA Iy EAC,
Finalmente se lavaron con SAF centrifugdndose a S00G por 10 min,

para ser contadas posteriormente en un hemocitémetro.

HMEDIO CONDICIONALDOD E  PULHON.- Fara su obtencidon =16)
inyectaron ratones con un volumen de 0,1 ml de SAF conteniendo S
microgramos de lipopolisacdridos (LFS) de Saslmonella typhimurium
(Sigms Chemicasl, USA) por via intravenosa., Después de 3 horas se
sacrificaron por descervicaciéon, se les extrajeron los pulmones vy
se colocaron en tubos cénicos de plistico con 7 ml de ME,
dejédndose incubar por 48 hr, Fara obtener el MCP, se centrifugéd a
1000G por 15 min y se extra,jo el sobrenadante que se sabe es rico
en MGI (82), almacendndose a ~20°9C, Rutinariamente se efectuaron
pruebas de esterilidad.,

TECNICA EN RICAPA DE AGAFR .- EsLa técnhnica consta de dos capas
de agar sobrepuestas en una caja de cultivo. Fars la primera caps

se prepard agar (Bacto Agar, USA) 31 3 % en agua bidestilada, b4
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s esterilizd en sutoclave durante 15 ming posteriormente se

mantuve a uns temperatura de H2 AT, se mezcld con R0% de ME, 20%

SC , 20x MCFP y 20z ME doblemente concentrado (2X), aobteniendo un
e volumen finsl de S ml en cads Cajs de Fetri,. .SE esperd gue
transcurrieran 20 win para facilitar la geliPiéaEibn antes de
agregar la segunda capa de sgar. L3 segunda capas s©@ prepard
utilizando agar 8l 1.83 %Z en sgua bidestilada, se colocaron 300
mil células de médula dues en ME, en ests capa se utilizd 10% de
SCy H50% de ME conteniendo las células hemaltopoieticasy 20 % de ME
2X y 20 % de agar. Nespués de celocar la segunda capa se
esperaron 20 wmin pa3Ta gue se geiificara. Fosteriormente, se
incubaron por wun periodo de 7 dias. Se considerd como colonia
cuando estabs Fforwmads de wéds de 30 cé&lulas, » grupos cuando
existian de 8 a 29 celulas,

CONTROL FOSITIVO Y NEGATIVOD.- Fars cads experiments se sembré
un control  sin MCF que se le denomind control negativo.
Iguslmente se sembrd un control positivo gque conteniz un 20 % de
MCF. Los experimentos se reslizaron un minimo de dos veces y cada

uno de ellos por duplicadao.
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RESULTALOS

OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE CULTIVQ EN BICAPA DE  AGAR A
L.AS CONDICIONES DE LARORATORIO.

Con la finalidad de determinar las condiciones 6ptimas pars
llevar a3 cabo 1la técnica de cultivo en bicaps de agagp, se
procedid en primer término &  comparar la respuesta de
proliferacidn presentads por dos tipos se suero de caballo, uno
nacional Yy otro importado. FPara ello se wutilizaron célulag
Totales (T) de médula 6sea murina cultivadas en presencias de MGI,
Se encontrd que en laoas cultivos con suero nacional, 1a
proliferacion fue semejante e incluso mavor @ los cultivos con
suero importado, sobresasliendo el lote BE nacional en relacidn al
suero importada con 432 , 455 vy 396 ’ 296 col/caja
respectivamente Ciabls 11,

For otro lado, también consideramos conveniente determinar 1la
cantidad de medio condicionado de pulmén (MCFP) necesario emplear
para inducir & 1la proliferacion celulsar de tal formia que se
obtuviera una buens respuests, ¥y que no resultarsa insuficlente ni
tampoco tdéxico para las cédlulas, Fars ello se emplearon 0,25, 0.5
y 1 ml (cantidades determinadas en ensayos previos) de MOCF  en
cultivo de células T de méduls é6sea . Los resultados obtenidos
indiean wuna elevada hetermgeneidad entre los distintos ensayvos,
sin embarga, se observs que con 1.0 ml de MCP se obtuveo en (T8
ensayo 980 ¥ en el otro 458 en tanto que con 0.25 ml, S42 y 202

col/cajs en el primer » segundo ensayo respectivamente L[tabla 21,



TABLA 1 TaRLa 2

L ___Ensagos 1 2 Emsﬁgws 1 2
L T | —_— .
Tipo de Swepd | (43 (=) | {+) (- WCE (m; (5 (=¥} {2} (-3}
Imﬁﬁa&o 39| @ | 256 | B 2,25 sazl @ 22! @
§C BB - e
Bafs 432 | & | 435 | B 8,38 411 G | 1287 @
SC ﬂﬁ F : A 5 y & 3
Pais @8 | & | 244 & L. 86 R B (458 ) B
§C Pals
Refiltrade | 00| 2 |21} @
Cul tive de células de wedula dsea fo- Culfive dg células T de pédula dsea

tal (T) para detewsinay laeficiencia de] 20 para detepminap @E pfecte de difepen—-
ivportado y del pais en la prolifevaciin celulap.  fes cambidades 22 MGI en la penlifera-
cifn mieloide,
u), nfweno de colonias en experinentns con MG
1-¥, nrers de colonias en expeviwenios r;mm*? foulfives sin WEIF,

LT
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Una ver determinsdo ol tipo de suero de caballo v la cantidad
aptims de MCF 8 usar, se considerd conveniente determinar el
nidmero de células de médula dses que se tenlan que sembrar por
cada cajas de tal forma que permitiera una buens proliferacidn y
que no fuera dificil llevar a8 cabo 18 evaluacidn, GCon este
prop6bsito se utilizsron células E, va que estudios realizados por
distintos antores {(29,67,75) demuestran que al eliminar
linfocitos T de médula dsea se obtiene mayor proliferacidédn que la
presentada por células T ¥ L. En ensayos previos, el enpleo de
300 mil cél/caja presentaron una buens proliferacién, pero
consideranns conveniente enssyar con? 100, 200 y 300 mil por
caja. Los resultados muestran que con 300 mil cél/cajs y sSe
obtiene la mayor proliferaciént de 10846 a 942 col/caja en ei
primerao ¥ segundo ensayo contra S60 y S62 col/cajs can 200 mil
células LCtsbla 31, ademds fue posible evaluarlas con facilidad,
por consiguiente este fue el ndmero de células gue se usd a Lo
largo del trabajor, & menos gue se indique otra cosas,

Para llevar a cabo 1los experimentos subsecuentes, se
eliminaron los linfocitos T de médula dses por medio de la
técnice de rosetas E, v& que se desesba averigusr si  variando
slguno de los pssos de esta tdcnics, se podia eliminar uns mavor
cantided de linfocitos Ty, para esto fue necesario emplear 1l
técnica tradicional Y compararla con las inovaciones}
introducidas, las cuales consistieron en?! tratar las cédlulas L
Junto con los EC en tres tubos de ensaye numerados como 1, 2y 3
e incubarlos en suspension a 3700 por 30 ming. transcurrideo este
tiempoy, lsas cédlulas del tubo 1 se résuspendieron Yy se pasaron por
un gradiente de Ficoll para eliminar linfocitos T , v las células

de la interfase se cultivaron en presencia y ausencise de MGI, los
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tubos 2 vy 3 se centrifugaron para formar un boldon de células,

amwbos  tubos se incubsron & 4°C, €1 tubo 2 duréntevﬁ he (& 2h) 'y

@l +tubo 3 durante 24 hr (E 24h), pars poéﬁé}i' eliminar

mediante gradiente de densidad linchiyquT,yapnoceder al cuitivo

de las cédlulas mononucleadas sin linfoﬁi{os' )
heterogeneidad ya mostrada, se puede obse;yar : .
resuspendido se vid més activada, 12i6 ¥ ifé?éf\ﬁai?&éaa con
respecto a K botém vy E 2bh, quienes mostraron uns Vproli?eracibn
ligeramente menor 731 y 1518, 803 ¥ 14638 col/cajs

respechtivamente. En cuanto a8 los valores de E 24h fueron mucho

més pequefos que los anteriorest 164, 556 col/ca,ja en el primer y

segundo ensayo respectivamente. For consiguiente 1a técnica

empleads para eliminar linfocitos T fue 1la de E resuspendido.

EVALUACION DE LA HETEROGENEIDAD EN LA ACTIVACION DE CELULAS DE

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

LINFOCITOS T,
En los ensayos ya descritos, a8 observd que existisz  una

amplia heterogeneidad en los resultados de un ensavo a8 otro. For

tanto, con 13 finslidad de determinar si esta wvarisbilidad se

presentaba por 13 interaccion celular entre células de individuos

diferentesy, se procedie 8 realizar cultivos de células L de

médula ébsea y células E en presencia y @ausencia de MGI,

utilizando células de 6 ratones de manera independiente. Se

encontrd  gue adn en rotones de la misma cepay edad,y camada vy

mantenidos en forms singénicas, existe una amplia heterogeneidad

en ls respuesta colular a 1la asctivacidnm a la proliferacidn entre

cada uno de los ratones. e los 6 casos analizados, uno resultd

ser inhibitorio sl eliminar linfocitos T (raton RB) reduciendo el



TABLA 3 TRBLA 4

- KNS 3405 i 4 - Ensaucs i 2
Min. CE1. Gl@dy| (43 (=) | (43 (=) iﬁ;t;mi;ﬁﬁ_‘ {4) (=) | {8y (=)
165 424/ @ | 135| @ BQ%M 731] @ |1588| @
200 564 @ | 562| @ ResusﬁEenamn 1216 B |1975) B
362 186 @ | %az| @ E 2hp pez| B |ie3g
E 24he 164 9 | 55l B

Cultive de células mononucleadas sin Cultive de cfluias E d2 méduia dsea
linfocifos T (E} probando difersntfes -- grqhanﬂn diferentes fdenicas de pose--
gantidades de células pey cagda. tado X

(%} nlwers de ¢olonias en expepimentos con MGI.
P, pimere de ¢olonias em exverimentos contrel,

0€
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ndmero de col/caja de 807 en L a8 503 en E. En los demds c3sos

fueron asctivadas en diferente grado, obteniéndose el
en el ratén A de 7469 (L) a

ratén F de 384 (L) a 736 (&)

mayor
incremento

1444 (E) y el menor en el
Ctabls 53.

Una ves que se observd que por separado existe heterogeneidad

en 1as respuests a la setivecidn de las cédlulas a la
proliferacidn, e deseaba sasber si 1s mezcls de las ceélulaes

de
ratones de 1l misma

ceps Yy edad afects de' algdin modo la

pars ello e utilizaron ¢élulps de méduls bduwes T,
Ly E con ¥ sin inductor.

proliferacion,

Se encontrd que existe variabilidad en

ls respuesta en cada uno de los ensavesy peveo s¢ mantuveo ls misms
cingticas Obteniéndose 410, 985y, 2428 en el primer ensayo y 456,
1310 y 2056 caol/caja2 en el segundo ensayo parsa Ty, L vy E

raspectivamente Ltebls &61.

LDETERMINACION DE Lﬁ.EFICIENDIﬁ UE LA TECNICA DE SEFARACION
TIPOS CELULARES FOR GRADIENTE DE DENSIDAD CON FICOLL-HYFARUE EN
LA ELIMINACION DE LOS LINFOCITGOS T

Al emplesr la técnica de separaclon de linfocitos T

medisnte un gradiente
1.077, se

de Ficoll-Hypaque con una densidad de

observd gque se perdian células mononuclesadas.,

Era de
interds sveriguar si en ese grupo de célulss se encontraban
celulas precurseras hematopoidticas, para lo cual -se ca~
cultivearon (cultivo de dos tipos celulsres en uwna misma casja?
células L mas las célulss eliminadas cop  los  limfocitos T
(L+Ltdy ¥ la proliferacidn mostrada se compard con la presentadas
par dAnicamente célulsess Ly de esta forma,y i laos linfocitos iban
con células precursoras el co-~cultivo tendria mavor respuests que
.. En esta psrte

del experimento, Lttt se inve bueryan los
P



TaBLA 3

—_ Ensauvos & [ L i g
T T SRR RIS RNCI NI RS R RO RS RECI NN CH AR CO RS B

=y

13

L 76| T3 | 887159 893 77| 81| 25 235 41| 384] 42 | 262| 294

e

14461 172 | 530|181 1286|212 |11@6| 66 | 874 58 T3e6| 38 FR3| 334

Cultive de cflulas mononuclieadas (L) u cflulas wonoaucleadas sin lin-—-
focitos T (L} provenientes de matones individualss,

§+3 nisero de colonias en U&PEFRHQW‘G% con HGE.

x":‘, nimEro de gpupes on experikenios sontral,

(13



TRBLA 6

1 2
~Ensayos {4 [~} {4 (-
Tmatan:ené&
T 618 185 58 79
L 485 268 1218 256
E 2428 350 2056 173

Respuessa %u pifro de una wezela de cflalas progenito-
pas hewatopeiéiicas provenientes de diferentes patopes.
C8lulas totales (T3, eflulas wonpnueleadas (1) w oflulas -
monomucleadas sin i'nflcltgs T (8],

£+), nimere de celenias en experimeptos con MGl

(-3, nipeys de goUuves Bn experlmenios conirol,

133
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linfocitos T y los E£C. .3 cantidad de linfocitos T obtenidos por
ls tédcnica de rosetas E se dividid entre el ndmero de cajas
emnpleadas en cada co-cultivo, en el primer ensayo se sembraron
450 mil ¥ en el segundo y el tercero 300 mil cé&l/cajas De scuerdo
a nuestros resultados cuando se sepsran linfocitos T por la
Lécnica ya citada, no sb6lo se elimina linfocitos T sino tambidn
algunos precursores mieleoides ya que en aquellos cultivos & los
que se les agregaron células dque contenis el botdén que se obtiene
de la separacidén por gradiente y qﬁe debe eliminarse presentaron
un incremento de slrededor de 1.5 veces con respecto a Ly siendo

en el caso del primer ensayo 1423 para L+t y 902 para L (Ctabls

73.

Ahora bieny sabhiendo que a8l depletsr linfocitos T tembién se
eliminan algunas células precursoras, s€ SuUpuso que estas
dltimas tenian una densided mds elevada que la de los
linfocitaos T, por lo que se procedid 2 deshacer las rosetas vy
pasar &8 estas células nuevamente por Ficoll. Las células
hemstopoidticas debido a8 su mavor densidad precipitarian al
fondo, en tanto que 1los linfocitos oe situarian en 1a
interfase. Entonces al co-cultivar célulss de la interfase con
células L (L+LtI) 12 activacidn seris reducida en comparacion 3
L+ 8 cantidad de células LtI recuperadas se redujo dé 1.2
millones en el botdn total a 458 mil células en 1a interfsse en
el primerg ¥y en el segundo ensayo. El efecto supresor no fue
notorio vya que L+tLtI con respecto 3 L en ambos ensayos se
incrementé de 553 vy 315 en L & 759 "y 439 en L+LtI

-~

respectivamente [Ctabla 8J 4 manteniendo una cinética gsimilar a 1o

de 13 tabla 7.



TABLA ¢

I . 1 3
——_Ensaos (+) (-} () (-3 (+) (-)
Tratamienfs —
L 9G2 260 962 177 1339 138
LtLt 1423 191 1447 290 1973 334

Cultivo de células L y ¢o-cultivo de L wmis linfocitos T y epitreciios de

carnero (LiLt)d,

(+}, nunero de colonias en experiwrenfos con HGI.
3, ndmero de grupos em experimentos control,

SE



T4BlA 8

- Ensayos i 2
—--205 3505 (4} (-) (+ (-}
Tratamionio—
L 333 216 2i5 12
LHLtI 759 248 £3% i3
Cul tive de células L o-gultivo de L mis linfocitos
T tpatados nuevamente con 13071 para oliminap EC y precup

sores hematopoidticos (LtLild,
{+), nimevro de colonias en experinment
(-?. aliiern de orUYas ©n experni inentes

9e



DETERMINACLON DE LA EXISTENCIA DE LINFOCITOS INHIKLIORE
ORGANDS LINFATICOS. '

llespués de comprobar la axistencié de linfo

linfaticos como el bazoy timo y néduioéb

linfocitos T inhibidores, paras 1o cusl se

cultives 250 mil células L y E de médula bsea}_ édémés' se“(gbé
cultivaron células £ de medula 6sea con 50 mil células de érganos
linféticos?! timo, bazo ¥y nédulo linfaético en presencisa y ausencis
de MGI. Dentro de la heterogeneidad ya establecids, se obtuvo que
L presentd menoer activaciog reflejada en e) ndmero de colonias
siendo estas de 12894349 con respecto 3 E cuvo valor fue de
2258=650, Los cultivos de E més célulss de Nodulos Linfaticos
(EN)Y, células E con células de Timo (ET) ¥y células E con células
de Bazo (ER) presentaron uns activacieén 1igerémente menor a £,
siendo sus valores promedio respectivos de 2062450, 20742550 v
1885+620 Ciablas 9 y fig. 21,

Con el proposito de corroborar los anteriores resultados, se
repitid el experimento dincluyende un co—-cultivoe de células
mononucleadas de Sangre Ferifdérica (ES8), en este ensayo
ntevamente se emplearon 300 mil cél/caja de médula dsea ns3s S50
mil cél/cajs de los diferentes drgoaneos linfé#ticos + En genersl
los resultados dndican que 13 respuesta a 1ls asactivacidn de 1las
celulas en los diferentes tratamientos fue menor 3 las de 13

tabla 9, sin embargo las cinédtica fue semejante, de ests formo

tenemos que L en el primero y segundo ensavo presentd valores de
770 ¥y 209, E de 1128 y 793, EN de 871 y $2%, ET de 11891 vy 719, ER

de 1194 v 633, finalmente ES de 1062 y 390 Ltabla 10 vy fig. 31,



TABLY 9

Ensayos L 2 3 4 3 6 -
e £8) (=D AE) (e (R Pdn) -y p ey (R (e (-2 X
Trata™ ()
miento

L 15336| 199(1943] 245 244 183] 731] B2Z|1927! 4652|1458 26%|12B%

E 221%| 2B83|34441388| 289G D3L{178V| 3&|2BEE: 63| 1719 2537|2238
EN | 2538y 491)Z314 48| 2686) 4881312 33Di48%) 391733 395|ZihZ
ET | 267Z| 4B4|2766) 472]2194) 473114583 911634] 241708 2232874
ER | 2399 3973|2271 5453|2443 10%) BI%9] 11)1ni@; 28|1798] 274|1BB%

f-;l

] Cultive de céluias L, E, E mds cfluies de nfdules lipfiticos (E
de Timoe (ET) y de Baze (EB).
(+), nfimero de colorizs en expevimentos £gn dCt1Uﬂ
{-), nimers de grupss =0 experisentos controles 5i

_"IEL.
}u’

€
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Efecto de linfocitos de_drganos linfoides sohwe la proliferacidn de célu--
las precurseras nieloides, Datos de la takla 9.
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T4BLA 1€

Rl m o @ Lo N
Tagtaniznto

L %G 117 209 24 464 261
z 1128 137 793 92z 968 236
K 371 154 525 132 698 244
7 1151 157 749 117 935 265

172 633 127 893 368

171 198 188 726 475

ES (E mas oflulas mononucleadas -

d tr) mm =0
E, EM, ET, HE, =

1

en exgepimentas con NG,
n experipenntos contrel.
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Efecio de linfocifes de fGrganos linfoides sobre la preliferaci®n de
inlas ppecursoras mieliodes, inclugendo linfecitos de sangre pepifépica, [
tos de la tfakla 18.
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INIUCCION A LA FROLIFERACION DE CELULAS MIELOINES FOR MGI EN

AUSENDCTA LE CELULAS CON RECEFTORES FaRA E, Fc Y €3,

Una ve: demostrado que los linfocitos T tienen unas actividsd

supresors en la médulsa Osear, era de interés averiguar el efecto

de lu eliminascidn de otras células maduras en la proliferacidn de

las células precursoras, para ello se wutilizaron diferentes

técnicas de formacidn de rosetas, las cuales fueron Ey EA (pars

eliminar linfocitos T, linfocitos B y monocitos) y EAC (paras

eliminar 1linfocitos B V¥ monocitos). Nuevamente se encontrd

variabilidad en 1la respuesta en cade ensayo, Un hecho que llamo

la atencidn en este experimento es la activaciédn en EA, en donde

los ensayos 1, 3y 4 y § fueron de alrededor de 1.3 veces mayvor

que E; en el ensayo 1 E tuvo 2062 en tanto que en EA se vig

incrementado a 3273 col/cajss. En 1a media también se nota este

ligero incremento} para E fue de 2047%615 en tanto que para EA

fue de 2204+732 L[tabls 11, figs 43, En los cultivos sin células

con receptores para C3 1s respuests fue mucho més heterogénea vya

que los ensayos 1L, 2 ¥ 3y 1s proliFeratibn fue mayor que E.

Tenemos en el caso del primer ensavyo, 26692 para EAC y 2569 para

Ey, en tsnto gue en los demds ensayosy la activacidén fue semejante

0 menory de t2l forma que 13 media vy desviacidn estandar de

todos los valores resultaron semejantes, para E de 2047615 vy

para EAC de 1961+724 [tabla 111,

DETERMINACION DEL TIPO LE CELULAS DE MELULA OSEA QUE SE ARHIEREN

Al SUSTRATO  DE CULTIVO EN FUNCION DEL TIEMFO Y LULEL EFECTO QUE
TIENE EL SUERC Y EL MEDIO CONDICIONADIO CONTENIENLO MGI.
En  anteriores resultados se muestrs que al eliminar células

con receptores para la Fc de 13 IgG se incrementa la respuests de



ns 1 2 2 4 b & -
‘ﬁwaﬂﬂim 53 £=) | €4) (=) | €4) €-) | €F) (=) €e) E-Yld4) (- 0M D&
Tpata- {+3
miento
L 21581 18211470 46921241 256|1195) 14!1282B) QiR %BA| 26|1795] R94

2 9%
E 2369 | 4331866 310|2Bed| 3821529 69(138B| 1G5(29%37, 6 (2847| 613

Ef 3273 9241680 292 |2332 2172682 | 4BB|i692| 198|143%| 46 |22B4| 732

FAC  |2669| 8852336 213|288Y| 2112348 L26| %4F| 4@(1188) 21 1%1L| 726

Cultive de ceiulas L, E, If Cwnnanmc'@a&as sin ¢€lulas con peceptores wpava
la Fgaée la IgG) y EAC fmononucleadas sin cElulas cen receptores ¢ de la IgG -
RAs

{+), nimero de celomias 2n expepsa@nt@s cen HGI.

{-), némern de grwpes en sxperimentos cantyol.
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la proliferacidn ante el inductor., Para determinar si el monocito
Jjuerga un papel supresor en la hemastopoiesisy - fue npecesario

eliminarlo aprovechando sus caracteristicass

sustrato, determinando el tiempo'~y:ﬁaj i1 “om cione se

adhiere un mayor nimero de estas céiu}as,xadenmg ﬂéiOeriffcar que

las cdédlulas flotsntes se encuentren en buena

Fara ello fue necesario probar\‘di?qréhtes' ﬁiéﬁposi de
incubacion ( 0.5, 2, 8 y 32 hr), eFeﬁto de'difeféntes sustratos
de ceultive (cajss de vidrio y plastico nacionzl) ademds de
observar el efecto que tiene lo presencia del Suero de Caballo
(SC) y del MGI. by

Al incubar ceélulas de médula dsea sin SC en cédas de wvidrio
se tuvo que al transcurrir 1/2 hr, el 920%Z de células adheridsas
fueron granulocitos, a2 1las 8 hr se encontrd que seguian
prevaleciendo con wun 74X, sin embargo & las 32 hr el Q1% de
células adheridas eran monncitos. No obstante 1z densidad e
monocitos en las dos primeras hy fue de 118 cédlulas (las cuales
se contaron en dos transecltos que cruzaban por 1 centro de
1a caja) vy fue disminuyendo al trancurerir el tiempo. En cajss de
plastico, el comportamiento de la adherencia fue semejante a1 de
vidrio, sdlo que la densidad/drea manims de macrdfagos fue de 70
células Ltabla 123,

Cuando se idincubaron lss célulass con suero (0.3 ml/ca.ja? en
ca.jas de vidrio se obtuvieron parcentajes de adherencisa de
monocitos desde un 54X en 1/2 hr hasta un 93X a3 las 32 hr, en
tante que los granulocitos presentaron # lass 2 hr un 254 vy los
linfocitos en 1/72 hr un 29% como valores maximas, La densidad de
monocitos fue de: 11y 53 ecélulas en 1/2 44 3z e

respectivamente, E1 comportemiento de adherencia en lias coaas de



TABLA 12

[ncubacidn Sin Sueprg Con Susno Con Suerg y HGI
{hyep {4 (o {4
Fléstico | Ms apa, I Mg He Gpa Linf D Mg | Wz Gra Linf D Hg
172 28 1 38 3% 25 24 3
2 ai 79 7@ 68 17 23
g 48 37 25 7z 2 13 g
3z 88 28 2 84 3 i3 25
U2 dind o
/2 | i@ 96 182 94 17 29 18 Ba 27 18 284
2 17 83 1B 7% 25 16 8 28 34 a3 1648
g 2h 74 31 s 11 17 yar) T 1% i3 154
32 a1 9 ] 93 2 3 33 396 2 iz 24

Detepminacidn del porcenfaje de adhevencia de cdlulas de ugdula @
de cultive en funcifn del tiswgn u del efecie gue tienen el ="@r

u: f‘J
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plastico fue semejante 2 las de vidrig, sdlo que 1s densidad/sres

de monccitos fue mucho menor, siendo el madximo valor de 26

célulss obtenidas & las 32 hr , por tal motivo se decidié

utilizar dnicasmente ca.jss de vidrio en el siguiente experimento.

Al  incubar células con SC y MGI (0.9 ml/caja de cada wuno)d

durante media hora se obtuvo hastas un 63% de adherencia de

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

las 32 hr fue de 86 % de adherenciz y unz densidad de 24
cél/transecto . For otra parte el mdximo porcentaje de

granulocitos y linfocitos se tuvo a8 1las 2 hr de incubscidn con

34 vy 23% respectivamente LCtablas 121. En consecuencia, se
considerd

que la incubacidn por 1/2 h de 1ss células de médula

dses  bajo

d¢stas condiciones fue la mejor tdcnics para depletar

una mavor cantidad de monocitos.

EVALUACION DE L& INDUCCION A LA PROLIFERACION DE PRECURSORES IDE

MEIULA OSEA FOR MGI EN AUSENCIA TANTOD DE CELULAS ADHERENTES, COMO

DE DIVERSOS TIFOS NE LINFOCITOS.

Siendo dque en el experimento anterior se encontrd que las
monocitos de méduls 6sea se adhieren en mayor proporcién ¥
densidad &8 1l 1/2 hr de cultivo en presencias de 8§C y MGI, se
decidid proceder de scuerdo 3 este wmétodo con el propdsito de
evaluar 13 respuesta 3 la induccidn por el MGI de

las células

mieloides en susencia de células adherentes, asi como de diversas

tipos de linfocitos, los cuales se eliminaron por Tosetas E y Ea.

Se cultivaron células totsles (T), T sin monbcitos (T-¢), L sin

monocitos (L-$>, E sin monocitos (E-P) y EA sin monocitas (EA-8),

Lentro de la heterogeneidad ya descritay sobresale el hecho de

que E-§ fué el mas activada en presencis de MGI siendo l1la media v
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desviacidn estandar de 1562%3%59 en tanto que T-H, L-g vy Ea-¢g
presentaron comportamientos semejsntes cuyos valores fuerond
68293, PI7EA72 y 980%237 respectivemente Etab13713 y fig. 53,

Un hecho que debe‘cqnsiderarse es la sctivaecidn presentads
por T-§ con respecto 8 T debido & que en toedos los ensavos el
primero es mavor, alecanzando un incremento m#ximo en el ensavo 1
en donde se obtuvo 1108 col/caja para T-8 y 165 col/cajs para T,

Con la finalidad de ver si la induccidn a 138 proliferacidn
mostrada en la tabla 13 se modifica al obtener primerc células
mononucleadas y posteriormente eliminar células adherentes. se
realiz6 nuevamente el mismo experimento, pero parsa obtener L-¢
primero se obltuvieron células mononucleadas y posteriormente se
incubaron para eliminar células adherentes. Los resultados
indican [tabla 14, fig. & 1 que practicemente no existe variacidn
en la cindtica de proliferacidn con respecto 3 los resultados de
la +tabla 13 , como puede verse en los valores de la media vy
desQiacion estandar siendo para T 56573, T-¢ 101622756, L—p
1003%34, E~-g 19804663 ¥ para Eﬁ-ﬁ PB7H31 .
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TaBla 14

———Ensayos W W S T 15
Tratawients — (43
T 517 208 513 5g 565 73
T-F 821 232 1212 206 1816 276
L 379 263 1628 371 1083 35
g 1511 422 2457 12 1988 664
00 939 pE 1833 2% 387 31

Efecto de la eliminacitn de las c€lulas adherentes em la proliferacidn -
ulas proweniforas mieloides, al ohiener primers cfiulas wononucleadas y

de cél
posteriornente eliwinar las céluias adheventes.
2 ), ndmers de colonias em experinenies com HGI.

1, niiRers ﬂe ugoupes on sxpenipenpios control.
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DISCUSION

La técnics de cultivo de c¢élulsas hematopoiéticas ha
contribuido & esclarecer hasta cierto punto los mecanismos que
operan en el control de ia proliferacidn mieloide, de tal manera
gque en 1a actuslidsd se sabe que algunas cdélulas poseen efecto
suUpresor: se ha determinado que los granulocitos suprimen ls
proliferacion de 1la linea granulocitica-monocitica (64 , B3>, los
macrdfagos bloquean la aceidn del inductor afectando dnicamente

su linesa celular (81 , 84).

En cuanto 8 los linfocitos, su efecto en la proliferacidn
mieloide es controversisl} por un lado se plantea que los
linfocitos T supresores son los responsables de la pancitopenia
en slgunos pacientes con anemia aplastics (28 , &7 , 70 , 76,
pero en individuos normales pocos autores han observado el efecto
supresor de estas células (29 » 79, y algunos concluyen que no
tienen ningdn efecto en la regulacidn de la hematopoiesis (78D
incluso en pacientes con anemia apldstica (85 , B86).

Al trabajar con material bioldgico siempre se tiene alguna
variacién entre los resultados, aceptdndose hasts un 20 %, por
tanto ers deseable optimizar la técnica de cultivo para

estandarizar resuliados como por ejemplo! el tipo de suero de

caballo, nfAmero de células a sembrar de médiala édsea vy cantidad

de inductor (tablas 1, 2, 3y 4), A pesar de ello, la variacion

de un  ensayo & otro se siguid manifestando en nuestros

resultados, creemos que es consecuencia de l1a diferente



activacidn celular presentada por cada uno de los ratones (tabla
$). Esta variabilidad puede ser explicads por el estado de salud
de cads uno de los individuos lo cusl implice que su sistema
inmunoldgico puede estar activado en diferente grado,
reflejandose en una mayor demanda de leuwcocitos, Y en
consecuencis 1las células de méduls dsea se veran mds estimuladas

8 proliferar.,

For otra parte, los resultados de las tablas S y &6, nos
mostraron evidencias de 12 presencia de linfocitos T supresores
de 1ls mielopoiesis, porgue al ser eliminadas de la meédula dsea
(E), se observé que la proliferscidén celulasr se incrementabs (562
8 983). Consideramos que este comportamiento no puede ser
consecuencia de la eliminacidn de otro tipo de células, vya que
las dnicas c¢dlulas reportadas hasta el momento con receptores
pars lz membrana de eritrocitos de carneroc son los linfocitos T
(87 ., 88). Ademss, a2l eliminar células maduras con capacidad de
adherencis se siguié manifestando una mayor activacidn en E—¢
(1562) con respecto a L-¢ (937), comprobandose de esta forma que
los 1linfocitos T son los responsables de 1a inhibiciéon de 1a

proliferacidbn en estos casos.

Por otro lado, 1a cinética de proliferacidén que se muestra
en 13 tabla &6, también nos sugiere que 21 trabajar con cultivos
ricos en precursores mieloides, es més factible contar con una
poblacidn celular mds homogénea, capa= Ae ser inducida E

proliferar,

Al eliminar células maduras, especificamente linfocitos T,



observamos que tombién se perdian células precursoras mieloides
(tablas 7 y 8. 8in  embargo, este hecho no influyd en el
comportsmiento de 1a cindtics de proliferacidn puesto que siempre
fue el mismo (tablas 2, 10 vy 115, No obstantey es  importante
considerar esta pérdida al traba,jar con médulz dsea ﬁumana; va
que por lo general se consiguen muestras pequefias y al no tener
un  numero elevado de célulss, se corre el riesgo de que el
experimento se haga incompleto, vya que hay que considerar que se
realiza por duplicado ¥y ademés, de lleger 8 me.jorar esta técnica,
se podria contar con un npdmero mavor de opciones en la
experimentacion que se resliza. Fensamos que lo conveniente seris
una revision de ls densidad del Ficoll, de meners que nos permits
1z eliminacidn de linfocitos T pero a ls ves recuperar mayor

cantidad de célulass precursoras.

Una ve= que detectamog linFocitos T inhibidores en médula
6s5es, fFue de intereés saber si en algdn otro ©oOrgano  linfatico
existia este tipo de célula. Oado que son centros proliferativos,
_ﬁfa l1dgico penssr que en ellos existieran linfocitos T con
actividad supresora. Sin embargo, los resultados (tablas 9 ¥y 10 v
fig. 2) nos sugieren que las células de estos organos linfiticos
no tienen uns actividad supresors evidente, poﬁiblemenie debido a
que los linfocitos T supresores no esten totalmente diferenciados
y los pocos que existen son los responsables de la ligera cailds
en la activacidn en EN (&698), ET (®35), ER (893) y ES (7286) con
respecto a E (940). En consecuencisa , no se puede llegar & wuna
conclusién, par lo que es necesario que se realicen m3s ensayos
al respecto. Creemos que seria conveniente depletar los

linfacitos T de los diferentes drganos linf&ticos para
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posteriormente colectarlas y agregarlas a las celulas E, 2 fin de
evitar 1a posible interferencis de otras celulss maduras que  se

encuentren en estos 6rganos

Considerands que en 4 de & ensayos 13 proliferacién,»?ue
mayor en EA (2204) en relacion a3 E (2047) y EAC- (1961) (tablas
11), creemos que se debid 2 que ademés de eliminasr linfocitos T
tambieén se eliminan macréfagos ¥y monocitos, Y3 que se sabe
que en presencis de MGI las células macrofdgicas maduras producen
prostaglandina E que blogues la acciéon del inductor (79 , 817,
Este efeqto también pudo ser observado al eliminar célulss
adherentes en especial T (339 y 56%) con respecto a T~§ (968 vy
1016) (tablas 13 y 14).

For otra parte, al eliminar previamente células adherentes
la proliferacién resulté mayor en E-§ (1542) que en EA-¢ (980> ,
Fencamos que weste comportasmiento es consecuencisa de la
eliminacion de ceélulas promonociticas, dado que ellas son células
comprometidas que en presencia de MCFy facilmente se
diferencisarian adn mé&s alcanzando una etapa en la cual siy
presencis o la produccion de un factor no existente en el MCF,
ayudaria a incrementar la proliferacidn de células
granulociticas y monociticas.

Cuando se evsluaron las poblaciones celulares adheridas al
sustrato de cultivo, se observaron slgunas células de este tipo,

por tal motivo, creemes que si sumamos 13 pérdida celular por

adherencia con la que se tiene al efectuar las técnicas de
rosetas, se entenderias el porque de 1a disminucion do 1ls
proliferacion en EA-F ($80) con respecto a E~@ (1562), mis avn si

consideramos que cada célula en divisisén liber. piajiatias
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cantidades de MGI (8%2).

En la literatursa se habla de que 3l dejar incubar células de
médula Gses ﬂnicamenie se adhieren monocitos y macrofagaos (20 y
91, pero seghin nuestros resultados se adhieren uns amplia gamas
de células, encontrando macrofaqos, granulocitos, linfocitos v
ceélulas poco diferenciadas. Tambidén observamos que cada una de
ellas se adhieren al sustrato de cultivo en mayor porcentaje bajo
diferentes condiciones! con y sin SC y con 8C y MGI a8 diferentes
tiempos de incubacidn., For lo tanto estas pueden emplearse segun
el +tipo de células que se desee eliminar, por ejemplo, si se
desea eliminar macrdéfagos se debe incubar con SC y MGI por 1/2
hvy 51 se quiere eliminar granulocitos se recomienda incubar
las células de méduls éseas sin SC por el mismo tiempo <(tabla
125,

El 8C ,junto con el MGI promueven la adherencis de monocitos
y macré6fagos en un buen porcentaje (63 Z), en consecuencia esto
nos hace sospechar de la existencia de un factor de adherencia
inespecifico, que nao sabemos si es el MGI wu otra molécula
acompafiante que tiene la propiedad de hacer adherir 2 l2 mavyoria

de 1las células con esta caracteristica en media hora. En

un
futuro seris interesante hacer un snélisis cromatogréfico para
determinar de que factor se trats, asi como conocer sus

propiedades bioquimicas, Y& que puede tener gran importancia en

la defensa inmunolégica del organismo.

Finalmente, hemos mencionado ya la controversia existente en

relacidn &l papel regulador negativo de los linfocitos T en 1a

hematopoiesis humana, +tanto en estado normal como patoldgico, es

por ello que consideramos impaertante el hecho de haber detectado
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sctividad supresors por parte de estes cédlulss en médula dsea de
raton, ya que las investigaciones podrén hacerse con este tipo de
material bioldgico paras lograr determinar gue subclase de
linfocito T presents azctividad supresora y determinar su mecanis-—
mae de accidén. En consecuencia, .contribuiria a comprender 1a
importancia de esta célula en enfermedsades como l1a anemias

apléstica, que pudiera conducir al establecimiento de una terapia

mds efectiva contra este padecimiento.
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AFENIICES
Apéndice 1.
MEDIO MINIMO ESENCIAL DE EAGLE.
. Este medio se utilizd para mantener los cultivos celulares en

condiciones normales in vitro. El1 medio estd constituldo de los
siguientes componentes quimicos., :

AMINGACIDOS CONCENTRACION

(mg/1)
L-Arginina 84.0
L-Cigtina ' 62457
L-Gilutamina §84.0
Glicina . ' 30,0
L-MHistidina HC1.H O 42,0
L~Isoleucina 105,0
I--l.eucina : 105.0
L~Lisina.HC1 146.0
L~-Metionina . 30,0
L-Fenilalanina 66,0
L-Serinsa ‘ 42,0
L~-Treonina PT.0
L-Triptofano 16.0
L-Tirosins (Sal Disddica) 104,46
L- Valins ?4.0
VITAMINAS

I-Ca Pantotenato
Cloruro de Colina
Acido Fdlico
Inositol
Nicotinamida
Firidoxal.HC1
Riboflavina
Tiamina

DODINNDID
OHMOONNKNOO

SALES INORGANICAS

Cloruro de €alcio Anhidro 200,0
Nitrato de Hierro III Monohidratado 0.1
Cloruro de Potasio 400.0
Sulfato de Magnesio Anhidro R Y S
Cloruro de Sodio 6400,0
Fosfato Monosddico Monchidratado 125,060 -

OTROS COMPUESTOS

L-Blucoss : 4500.0
Ro.jo Fenol N 1S.0

Mediante agitacidn se diluyen en agua bidestilada 13.4 g¢g/1
del medio Eagle en polvo, se adicionan 3.4 g/1 de bicarbonato de
sodio, asimismo se agregan antibidticos?! Fenicilina G 100 u/ml vy
Estreptomicina 100 mcgrsml, Posteriormente se afora a un volumen
de 1000 ml vy se agits hasts disolver el poelvo procurando ne
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sobreagitar. E1 pH del medio se ajuste @ 6.9 ¥ se esteriliza por
filtracion con bidxido de carbono, pasdndola a través de una
membrana millipore con paros de 0.22 micras, Finalmente el medio
se almacena a 4°C hasta el momento de su uso,

Apdéndice 2.
SDLUCION AMORTIGUANIORA DE FOSFATOS.

Esta soluciébn ayuds 2 mantener & las células en condiciones
fisiolégicass estables por un periode de tiempo corto,

La capacidad amortiguadors es proporcionada por las sales de
fosfato. Las sustancias fueron diluildas en un valumen final de 1
litro de agua bidestilada.

Cloruro de Sodio 8.0

g
Cloruro de Fotasio 0.2 g
Fosfato Monoacido de Sodio 2,146 g
Fosfato Dideido de Potasio 0.2 ¢

L8 wsolucidn obtenids se ajustd a un pH de 7.2 a3 7.4
utilizando HC1l BN, Fosteriormente se esteriliz=d la solucidn con
filtros de membrana con poros de 0,22 micras de diametro, ¥y se
almacené @ una temperatura de 4°C haste el momento de. su uso.

Apéndice 3.

SOLUCION ALSEVER

Es wuns solucidn asmortiguadora, isdtonica, preservativa que
permite slmacenar sangre entera a una tempersatura de 4 T por un
periodo de 5 semanas. .

lLlos eritrocitos de carnero se utilizan 7 dias despuds de su
extraccidn ¥ nunca después de U semanas.

Se disuelven las sustancias sucesivamente en agua destilada,
luego 1a solucién se esterilizas en autoclave a3 18 libras durante
18 minutos.

El pH de 1la solucidn estéril debe ser de .1,

lLiexttrosa 20.%0 g
Citrato de Sodio Dihidratado 8.00 g
Acido Citrico Monohidratado 0.5% g
Clorure de Sodio 4.20 g
Agua Destilada 1000.00 ml
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