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I. RESUl/,EN i. 

1:1 arribo de las celulas fl la cavidad peritoneal de ratones .,... 

estirnulados con cr1seinato do SQdio presenta dos etap~s, una prj.me-
' • • -· < • 

ra en la quo lns cl3lulas r1lll1F.lbenadus en ~l. 61.t'imo compartimento de .. ' .,-._.·,:" . 

> . . . ..•. .•· .• 
la médula osea son li.veradas entre los 5? min, y las 4 hrs. y una ,, 

segundfl en la que las células CJu-e ·acuden a la cavidad son resulta

do ·de la- proliferaci6n en la médula d'sea principalmente. Se encon

t:r6. qt.rn lí:'\s Cólulas almacfonadas en el úJ. timo compartimento de la. -
'. 6 

módulo ósea de>:rat6n e.s de apro;drnedamente de 16 X 10 , mismo que 
:~~~ -. -

se dL1f)iiba a Ias~ G?~ 5 hrs~ Es~e. incremento incremento en el número 
' .. · . ' 
. ' . -

de'. c~iuies A(Jl",Bf'lt8 la;ireaccitSn inflamatoria es casi esclusivamente 

de ma6~6f'agd~y linfocitos de~puós de las 8 hrs.,encontrando que a 
- .:·: . . -\. :· 

las 6{5 hrs, (t.~ rl:fos) la linea monocito-macr6fago representa el 
. 6 .> . . .. 

?3íti (25.6 X 10 col) de la pobJ.Etcián total de células de la cavidad. 

De los métodos empleados para hacer la separaci6n de los mac~ 

fagos, lns que se basan en la pr9piedad de adherencia en general a

portur6n menos del 10•;.(, do cóluJ.ns viables después de 24· hrs del 

tratamiento,;\ diferencia de estos, el m6todo do separaci6n nor ce!:! 

trifunoci6n en urndientes de densidad de Percoll permitieron obte-

-ner porcentajes d<; recupGración de 80 a 90.S';f, con un 85.5 y 98rf1 de 

viabilidad para ol gradiente dtsc:ontínuo y continuo respectivamen

te. F!:ltas células fueron activns en la fagocitosis de esferas de -

latn><, enlu?.ar f}ritrocitos de carnero a su membrana y para secre--

tar linozima al medio. 

l 



rr. INTRDDUGC!ON 

lk1 problema general de la Hematología experimental ha sido co 

nocar los interrolaciones entre los distintos elementos de la san-

gre y dilucj.dar el proceso ds direrenciaci6n del sistema hematopo

y6tico, narEt poder comprender la naturaleza de los distintos desor 

danes que se nrosentan en estB sistema, como la anemia aplástica, 

policitemia. rubru vera y varios tipos de leucemia, así como com---

prender las interacciones celulares en el proceso inmunológico. 

E¡ sistéma hematopoyético-linfoide es una mezcla compleja de 

células, que hace difícil la caracterizaci6n completa de los divar 

sos tipos colularas que lo componen, por lo que surge la necesidad 

ria crL'lar métodos que permitan obtener poblacion as homogéneas, de -

tal forma que sea posible su cnrllcterizaci6n morfol6gica, bioquím_! 

e a, inmunológica V·· fi.incional. 

Varios investigadores reconocen una heterogeneidad da tipos -

celulares en las distintas líneas del sistema hematopoyético (v. gr. 

se raconocendos tipos de linfocitos y tres de granulocitos) que -

se identifican por sus caracteristicas tanto citol6gicas como f'un

ci.J:Hlales. Pt1l"'e Bl caso de la J.ínea monocito-macr6fago, numerosas -

investigaciones han confirmado la existencia de una heterogeneidad 

flincional. ¿F.s esta heterogeneidnd debida a distintos tipos celula 

res de la línea rnonocito-macr6Fano , u obedece a diferentes grados 

ele cfi.ferenniación celulnr?, ¿ e!J debida a influencias localas en -

lon qt.io se oncunntron las c€Jlu1:.is?. Estas prnguntas y otras más s6 

lo se puorfon resolver si se tl.rn1r.:1n aislados los diferentes tipos -

fur11~1ona1 r~s para poder estudiurlos individualmente. 
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El prm;cnb'? estudio tien1;? como finalidad aislar y caracteri-

:zm" 811 subpoblociones funcionolmrmte distintas a los macr6fagos de 

la envidad peritonenl (lt'? ratón, y 'forma pArte del programa gen oral 

de invast"loé.1c:J.15n "Producci6rt y Caracterizaci6n de J.a Proteína Oife 

r_enr.j.odorn rlf-l w1cr6fagos y Gre.nulocitos MGI en Ct'ilulos Mieloides", 
·-

que corre n corno del Dr. Renny Weiss Steider y que se desarrolla -

en el Labcix·ntorio de Oiferancinci6n Célular y Cáncer de la ENEP Z,!;! 

ragc1za UNI1M. 
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III. MITEGEDENTES 

A. CULTJVO DE GELUL/\S Y TE,JIOOll 

Cualtjuicir organismo animél o vegetal no vive aislado del ma-

dio ambiente f:f.sico, y t;l.ens la caracteristice de regular su-fisio ·-
logia nr::ir-rM.il ante la p!'esencin de cambios ciue acontecen a su alre-

dedor, innnten.iéndose en on estado de homcostosis necesario pera la 

~ ·.; . ·, - .· - - . 

.Del mismo rnod()' tas c~rú'1~·$ >' los tejidos en cultivo guardan 

ur11:1 relación estrecha con sl.r entorno físico, y exigen condiciones 

adecuadas parn su desarrollo. Pnra el cultivo de células y tejidos 

ol mejor wnbiente 13s aquel quo rroporciona las condiciones más se-

majantes f.l lar~ encontradas ~ ~' lo que hace necesario centro-

lar los factoros del medio que ufectrui a los tejidos. Estos pueden 

ser listados como sigue: 

- T m11perHtura 

- Presi6n osrn6tice 

- Concentraci6n de hidrógeno 

- Otros iones inorgánicos 

l/otabolitas esenciales 

Metabolitos camplemen(;nrios 

- Hormonas 

- Otros ffJotores complF.~nBntar:to 

Motrlz en qua se desnrmllan las células 

- lntaracci6n entra factores 

l."-
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Dentrc) ria estos factores, el medio de cultivo cumple con laa 

funciones de proporcion;;n': l. Los condiciones físicas de pH, pre-

si6n osmótica, iones inorgánicos, etc., necesarios para la sobrevi 

vencia dol tejida, y 2. Las su::itancins químicas necesarias para el 

tejj_do • y que no puede sintetizar por sí mismo, como aminoácidos, 

carbohidratos, vitaminas, etc. 

El cultivo de c61ulas animales sa inici6 el siglo pasada, con 

expa!'irnentos de Wilhelm Aoux (1885), al mE1ntener la placa medular 

de embriones de pollo en solución salina. Arnold ( 1887) mantuvo en 

cul tiv·a leucocitos de rana igualmente en soluci6n salina y siendo 

eista un medio de cultivo muy s:lmple, las células s61o sobrevivían 

pocos días. A partir do entonces, el esfuerzo por cresr medios de 

cultivo con mejores cunlidadw.:> para el cultivo celular se convir-

t:f.6 · on un problnma Cl~ntral, siendo Ljunggren en 1898 quién utiliz6 

fluíita ascítico para mantener por muchos días piel humana !!:! vitro 

y es hastn 1907, cuantlo Aoss Hdr:l"ison describe un medio de cultivo 

reproducible y que permite lf1 riroliferaci6n celular. Este cansis-

tín en un coáoulo de linfa d(t la misma especie, en el que cultiv6 

fragmentos del tubo neural de r~nibriones de rana. 

ourr.ows y Garrel modif'icuron la técnica de Harrison, el prim!! 

ro utilizó coógulos de plasma rm lugar de coágulos de linf'a, y Ga

rrel oñndi6 md;r•ncton do embd.611 de pollo logrando mejoras result! 

don, adom.:ls de :i.ntroducfr• el uao da frascos de cultivo el 1923. Ca 

rre1 logrtS cul tJvar tejido enórionario de coraz6n de pollo• crean

do 1inBfJS quo fuEiron rnanteniclas por 34 años. 

n. 
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Por flU origen, los medios de cultivo utilizados para promover 

el crecimiento celular puad~n oer clasiYicados como: 

a) Medios Naturales' entre(los cuales podemos citar la linfa, pla~ 

ma, sangre, colágeno, suero, suero placentario, líquido amni6t!, 

co, fluido ascítico., .flu:Ído ·. pleural 1 humor acuoso y extractos 

de te,jido. 

b) Medios .Sint€rticos o Definidos, que podemos agrupar en cuatro ti 

poápilra al cultivo de c~lulas de mamifero y ave. 

Medio esencial para la sobrsvivencia inmediata; se concreta a 

una saluci6ri salina balanceada que provee un control da la --

presión osm6tica 1 pH, fuente de energía y ciertos iones inor-

gánicos necesarios. 

- Media Bsencial para la sobrevivencia prolongada; presenta ad! 

m6s ele Ja soluci6n salina balanceada, todos los aminoácidos 

·esenciales, vitaminas y suero proteico dializado. 

- Medio esencial para el crecimiento indefinido; a diferencia -

del. anterior, el suero no debe ser dializado. 

- Medio esencial pera funciones especializadas; su composici6n 

está basada sobre los medios definidos complejos, pero con -

cier·tas factores conocidos que demanda cada 6rgano o tipo ce-

lular, así tenernos entre los más conocidos, la vitamina A pa

ra el crecimiento de epitelio ciliado, el cortex adrenal s6lo 

sobrevivirá en la proximtdad de tejido de pituitaria y proba-

brE~menta requiera de la hormona adrenocorticotr6pice. 

Los medios obtenidos de fLH=intes naturales presentan varias -

desventaj~s, en particular, su composici6n es variable y deaconoci 

6 

n. 

·--

. , 



da, y es practicamsnte imposible reproducir exactamente las condi

ciones en otro experimento. Por esta raz6n y como resultado de los 

Hvnnces de la química aparecen las medios definidas, formados en -

primer término por una mezcla de compuestos inorgánicos que fannan 

en conjunto una soluc.ion saiin;J balanceada, la cual es básica para 

todo madi.o de cultivo,y cuyafunci6n es proporcionar iones inorgá-_ 

nicos, mantenerla isotonicidad del media e impedir las cambias --

bruscos da pH; y en segundo lunar, una mezcla de sustancias orgán!_ 

cas conocidas, entre las que figuran aminoácidos, vitaminas, az~c! 

rea y otras sustancias biol6gicea activas y que en conjunto sostie 

nen la nutrici6n de las c6lulas en cultivo. 

Varios medios de cultivo sintético son ahora empleados en el 

cultivo de células y tejidos, rmtre los que podemos citar: medio -

V-605, de Fischer et al (1948); medio 199, de Margan ~ ~ (1950) ¡ 

medio N-850, de Parker y Hear1y (1955); medio NCTC 109, de Evans -

!:i ~. (1904) ¡ medio Eagle, de Engle (1955) y medio MB752/l, de Wal 

mouth (1958). 

De los medios de cultiva citados, el mejor ejemplo y que más 

cumrlecon las exigancins anteu mencionadas para el cultivo!_!! vi

tro, as el des11rrollado ror Enqle en 1955 (ver Ap~ndics I), que --- · 

tiene como base la solución snlina de Eagle, rojo fenal como indi-

cador del pH y los sustancias org~nicas que sirven como fuente de 

energía pnro lc1s cálulas. Hin embargo, no ha sido posible, salvo -

rnuy pocos oxcepciorrns, mantonnr líneas celulares que crezcan en un 

111ecii.o dofinülo, y normalmente L'!S necesario añadir porcentajes va--

riebles da fluidos biol6gicos, siendo los m~s comunes el suero de 

-? 



·~·-,,.: __ ,_ 

caballo y al suero .'fetal de becerro. De esta.forma se logran me---

dios E!~entj:(fíl.es,,p(t~a, el crecimiento indefinido' en los que el cul
---.--·"-;-r'. .. -~· ; ':~~~ ~.::¿:._'.~;:·t.~:;?-.)-i-<~ 

tivó. pue1de·mElflta11e~sa por largos períodos de tiempo. 
- ,. -~· <· . ~:::· -

E:i!.6-üitivb.'cslúlar ha permitido dilucidar varios problemas -

cori f'~~~ed~~ a los mecani.smos de la inmunidad (Unanue and Calderon 

1975, Unanue 19?8), como la naturaleza de las interacciones de cé-' · 

lülas que intervienen en la respLJesta inmune ( Waldron et ~ 19?3, 

Rosentllal ~ al 1975,. Rosenthal et ~ 19?8) ¡ analizar los mecanis

mos de control que regulan el crecimiento y diferenciaci6n de las 

células en metazoarios, que incluyen hormonas detectadas ~ ~ y 

otros factores producidos loccürnente, caracterizados in vi tro ( Qu!! 

senberry and Levi tt 1979, Hartrnann et al 1981) , y factores activa

ciares que participan induciendo la maduraci6n funcional (Sellar et 

al 19?8), 

8. SISTEMA ·HEMATOPOYETICO. 

· En 131 hombre, muchos tejidos consisten primariamente de célu

las d:l.ferenciados que normalmente muestran poca evidencia de pral.!_ 

ferad.6n y autorrenovaci6n. Sin embargo, las células gastrointest.!_ 

nafes, piel y. tejido linfoide-hemutopoyético continuamente se auto 

rrenuovan y así proliferan y dtfurencían extensamente. En realidad, 

en Cftda aj:stsmn, un número pequeño de células. madre ( stem cella) -

tiefr10 1a capaciclad de autorrenovarse y diferenciarse, y las c~lula 

1nás ~aduras son derivadas da estas c6lulas madre. 

t::.l C:oncopto de c~lula hematopoyética 'stem • como la progeni~!;!, 
' - -'.-,. 

rEI c:lf:1 eritr·oditós, leucocitos y plaquetas (las tres clases de ele-

8 
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mentas forrnadore~; de la snngre) ha sidO un principio básico de la 

hermüología exp1~rimentnl. Aunque aún~hay intensos debates, existe 

un tipo de cá1ula 'stem' pluripotenciel o varifls c6lulas • stem • 

unipotencioJ.1:.is pr.1re1 cadfl línen Cl:ilulor {Quasenberry and Levitt, 

19'79). Huy evidencias experimentules da la existfmcia de c~lules -

unipotencioles en e.1 hombre (Piko and Robinsori 19?0), y de ambos :

tipos de células en el ratón ( 13rndley and Mete al f 1966). Además, -

varias sustancias humorales e influencias ambientales locales tam-

bHin parecen influenciar la ciiferenciaci6n y proliferación en el -

comp~rtim~nto de la c~lula madre de la m'dula. 

El uso de radiaciones pnr1~ inducir marcas en los cromosomas -

de células modra individuAles y el seguimiento ulterior de la dife 

renciaci6n dR estus c6lu1As, nermiti6 concluir que el sistema lin

foide y mielaide derivan de una célula madrB común, pues se encon-

tr6 c€ilulr~s diferenciarlas en c1mbos sistemas con cromosomas marca--

clos (Edwa:cds ~ ~ 19?0, Abrürnson ~ ~ 19??), la repoblación de -

células hemHtonoy~ticas y linfopoy~ticas tuvo por tanto su origen 

en una sola célula 'stem' prj_n1i t:iva: la unidad formadora de colo-

ni as mieloide-linfoide (CFU-L-r .. 1) (Curry ~ ~ 196?, Abramson ~ ~ 

1~??). Esta: célula da origen n los progenitores del sistema lin-

f'c:d.de por un lado, y a la unidad formadora de colonias del bazo 

{CFU-SJ por otro (ver Fig. l). Este tipo de células de la CFU-S 

(llf\m~da ~sí por formar n6dulos de células en los 6rganos linfoi-

des .dé rittones irradiados lotnlmente) probaron tener naturaleza -

clanul en forma definitiva; rnr un lodo, los n6dulos consistieron 

d11 c~élulna er:itroides, arnnulncíticas, megocariocíticns y no dife-

rm1e;j,adtrn, y em agar sernis6ltdo se obtuvii=Jron poblaciones puros o 



mezcladas a partir de ellas; nor otro lado, el seguimiento de es-

tas célula5 que contenían marcadores cromos6micos permiti6 con --

cluir que es una célula capaz de producir los tres tipos de c6lu-

lns mieloides, y que estas células formadoras de colonias prolife

ran y se d:l.ferencían extensamente y experimentan autorrenovaci6n -

(Beel<er ~ !'.!l 1963). Esta caracteristica define a la célula •"stem'_ 

hematopoyética como pluripotencial (Fig. 1). Varios investigadores 

reconocen fi la CFU-S como la célula progenitora de todas las c~lu

los mieloidas y element~s linfoides ( Wu et al 19G?, Wu et !!, 1968, 

Edwards 1970, Nowell ~ !3.l 1970). Esta ha sido un área de contro-

versia. · 

n. 

Ásí, el sistema hematopoyético es convenientemente represent~ ·• 

do como una serie de poblaciones celulares con diferenciae en su -

c11pacidad de autorrenovarse y deferenciarse en célulan maduras de 

la sangre (Dexter and Testa, 1980), tanto en el hombre como en el 

ratón, dichfls poblaciones parecen ser una serie concatenada de cé-

lulas con un grado crecientemonte limitado de pluripotencialidad -

conforme los c6lulas se mueven a través de los compartimentos dol 

sistc:ma homatoroyético (\Vintrolrn ~ ~ l9íll). Recientes trabajos -

iQdican que puede estur implicadct una edad de genernci6n, en la -

que una cAlula joven que he producido pocas generaciones tiene ma

yor capacidad ds renovarse a sf. misma que la que ha producido va-

rif.ls gene:rEiciones (Micklem ~ ~ 1975, Rosendaal ~ al 1976). 

Los mecanismos homoostáticos que regulan y mantienen la he-:1rna

topoyésis no son bien conocillns, sin embnrgo, una variedad de meca 

nismos reguladores hon sido identificados. Estos incluyan hormonas 

10 



dBtoctHdns 1!2 v:i.vo y factores producidas localmente caracterizados 

!.!:!. ~-~.1.:.t?. (Ouesrmbnrry and Levit:t 1979, Hartmann ~al 1981), los -

cuales puedon octue.r en varios estados de la diferenciaci6n celu--

lt.ir•. 

En el nn inml adulto,· la méclula 6sea es el· si tia de conti_nua y 

r~pida producci6n de c~lulas sanguíneas (hernatopoyésis) y exhibe ~ 

un estado dinámico que balanceo la p~rdida de las células tanto en 

ella como en la -sungre (Fulop e-t; ~ 1983). El proceso se inicia 

por un estímulo humoral que recibe la célula precursora especiali-
.. 'i- -

zada para cada linea y que conduce a cambios estructurales, bioqu,! 

mico~i inmunológicos y funcinnales en la c6lula especializada (di

ferenciada}. Dicho estímulo os por medio de una hormona que actúa 

. sobre una~oblaci~n de células más diferenciadas que la CFU-S. 

Los elementos f'ormadoreEi de la sangre en mamíferos se han di-

vidido eM cinco series de acuerdo a su origen: la granulocítica, -

linf'ocític8, tr~mbocítica, eritrocítica y la monocítica, esto sin 

consider,::ir a la c8luln plasml'itica. 

La serie granulocítica im i:il adulto normetl proviene del mielo 

blasto, pasando por el nrorniolocito, mielocito, metamielocito y p~ 

-limorfonuclear (PMN), distinguiandose tres clases en la sangre cit 

culante, el neutr6filo, el bae6Pilo y el eosin6filo. 

La serie linfoc:ítica tion1'? la siguiente secuencia de madura-

ción: linfublast:o, prolinf'ocitc1 y linfocito, de los que se distin

guen el linfocito T y el 8, seg~n hayan recibido su capacitaci6n -

funcional on al timo o en la bolsa de Fabricio o equivalente, res-

pnotivwncmta. 

11 
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La serie trnmbocítica ·se inicia con el megacarioblasto, cent! 

núa con ol promeaacarioci to y culmina con el megacerioci to que da 

ort9en a las -plaquetas. 

La serio eri trocítica, qu13 se refiere a la secuencia de cfüu

las de lo Effi tror.ioyasis, se :l.nicia con el proeritroblAsto, sigue -

con el eritroblasto, normoblasto, y finaliza con el reticulocito 

o eritrocito. 

Finalmente la s.erle monocítica ( monocito-macr6fago) presenta 

los estados de monoblasto, promonocito, monocito y macr6fago, que 

se describan a continuaci6n: 

Monoblasto. Es una céluln que no tiene motilidad, de 14 a 20 

um dt3 diámetro, de citoplasma bas6filo o grisáceo cuando es teñido 

por t~nicas convencionales como May-Grtlnwald-Giemsa. El gran nú-

cleo. con ligera indentación ;.1 con cromatina fina y uno o dos nu-

cleolos grandes. La microscoo{A electrónica revela retículo ando--

plásmico rugm:io y ribosomas bi.en desarrolladas, pero un aparato de 

Golgl pequeño (Begemann 19?4, \'lintrobe et al 1981) y con capacidad 

da dividirse. 

Promonocito. Es una célula m6til de 14 a 18 um de diámetro, -

con gran núcleo indentado, en el que se puede observar un nucleolo 

bajo el microscopio compuesto, su cromatina es más fina que la del 

monocito; su citoplasma presnnta considerable basofilia, gránulos 

azurofílicos qw:i no se obser\/i:cn al microscopio compuesto,, Aparato 

da Golui bien dusarrollado, reacción peroxidnsa positiva en la ci;:! 

ter~a porinucleer, en el retículo endoplásmico rugoso y aparato de 

Golgi. El promonocito es fagocíticomente activo, pero manos que el 

l '.J .. 



monocito, y tiene asimismo menOr contenido de lisosomas, menor nú

mero de recebtor13s Fe y menor adherencia a superficies de vidrio y 

plástico cuando es cult:l:vado in vitro (Territo end Gline 19??, Win 

trc1ba !!! al 1981). 

Mono'cHo. Presenta en la sangre periférica, con un diámetro -

que nscila l'lntre 14 Y: 20 um, con un grnn núcleo central de forma -

ovnl y aloa indentada Rrroximándose a la fonna de riñ6n; citoplas

ma azul nrts o azul clRro con granulaciones azur6filas (azul-roji

zc,·s), y con grncJo variable de vacuo1izaci6n. En el núcleo se pre-

santa cromatina periférica grf.1nular densa, y los nucleolos no sue

len ser vis:lbles; tiene un npr1rato de 8olgi bien desarrollado, --

siempre situmJo en h1 indentac1ón del nlicleo (Wintrobe et al 1981). · ... 

Esta célula tiene cierta capecidad para dividirse, pero menor que 

la del promonocil::o. FuncionalmBnte, el monocito puede ser reconoci 

do por sus propiedades citoqufmicas (enzim6ticas), su capacidad f! 

gocítica, quindotaxis, y sus riropiedader; de adherencia y extendi--

mient:o. Oentk·o de las propiedudi::~; ci toquímicas cabe destacar su a~ 

ti vi dad porox:l.dt~sa positiva em Etlgunos de sus gránulos 1 actividad 

estearasa posi ti.va inespecífica --pues poseen enzímas que catali--

zan reacciones del tipo n-coon • + H20 RCOOH + R'OH--, producen 

y r.:ontianen lisozimas que puedon secretarla al medio y presentan -

raocciones ácido fosfatasn fuBrtemente positivas (Wintrobe ~ .!:!!.. -

1981). 

Macl'"1JfAgo. Se tratEI da lP misma célula monocítica de la san-

gra per•i f'1t:r1.c:a, que se conviocte en mr.lcr{tfago cuando entra en los 

tejirlos. Est:a c81ula pasee Ctm1i tat1.vAnn:inte s:l.milar actividad enzi 

mót:fcn a la de los monocitos¡ r.unntitat:l.vnmente y en t6rminos gen!!_ 
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ralas, la actividad es mayor en macr6fagos que en monocitos pues -

E1stn tienda a aumentar con e.1 nstado do diferenciaci6n ( \Vintrobe -

!.:! al 1981) 1 aunque hay un nL'tmero de factores que partic:f.pan, y -

qua se detallan en otra secci6n (~II o). 

G. FUNCIONES GENERALES DE LOSMAGROFAGOS. 
~ .. ~:t" (,' ' 

L.os mocrófagos constituyes un grupo diverso de monocitos inV,2 

lucrados .en muchos papeles du lfJ inmunidad, tanto específicos, co

mo· na específicos. Numerosas investigaciones han demostrado que la 

intet•aoci6n de los macr6fagos con los linfocitos es un evento im-

portante en la 1nducci6n y regulación de ln respuesta inmune in -

vivo a~ vitro (Unanue nnd Cnlderon 19?5). 

Los rnacrófngos son nece~mrios como mediadores para la activa-

ci6n. antíaeno-específico de los linfocitos T, osí como para su Pr,2 

liferaci6n (Aosunthal ~ ~ 1978) y es claro que el reconocimiento 

de antígenos proteicos solublBs oor el linFocito T está usualmente 

precedido [1or un consumo inicial del antígeno por los macr6fagos -

(\Valdron ~ ~ 19?3, Basten nnr:f Mitchell 19?6, Lohmnnn ~al 1982). 

La relaci.t.in macrófago-linfici to puede ocurrir directamente por in-

. t~r·acci6n c6luln-c6lula (Hosonthsl ~ ~ 1975, Rosenthé!l ~~ al --

19'/fJ) o vía secreci6n del ani:ígeno complejedo o productos ci tofíl,! 

cpf.l solubles del macr6fngo porn el linfocito (Rosenthal ~ al 19?5, 

Op¡wnhairn r:ind D11egor 19?ó, Püff'Ce end Kapp 1976, Friedman 19?8, Ro 

senthal .!:'.!.!: !;'.! 19?8, Un anua l97A). 

Se ha enfntizado también lu importancia del macrófago en la -

inm1..movigila1'1r,iu (Evans and 1\lr1xander 19?6, Kaller 19?6, Adams and 

u. 
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Snyclermfln 1979) ¡ en algunas circunstancias, los 'macrófagos y mono

citos pueden actuo.r como cólulei.s supresorHs ( Stobo 19??, Stout and 

Fishor 1983) a como célula· accesoria (Klinl<:ert ~ al 1982); los m!! 

crl'SfEtfJO~ r.H:tivmlos tienen. la capacidad de destruir c~lulas turnara-

les fo vitro (LEie and Aerry 1977, Aussell et al 19??, Kaplan et al _,.._____ . -- --
·-

1978, Natl1nn ot al 1980). Los rnacr6fagos humanos han demostrado re 
--~ 

petidae veces ser mediadores anticuerpo dependientes de la citoto

xicidod r.:n1ular para varios cólulas blanco de la songre (McOonal -

et~ 1975, Norris ~~ 1979v Marino et~ 1981), 

Los macr6fagos secretan un producto de 35 000 a 40 000 delto-

nes que induce o la maduracit~n funcional de timocitos !.!:!.· vitro, mo 

16cula quo es llamada Factor Diferenciador de Timocitos (Beller 

.and Unanuo 19?7), Este factor act6a sobre timocitos inmaduros para 

transfonnarlos a timoci tos mnduros induciendoles algunas caracte-.

rísticas estructurales y funcionales i:!!, vitro (Beller !!.:!: ~ 1978). 

Otras funciones de los rnacr6fagos no directamente relaciona--

dos a la respuesta inmune son: su importante papel en el metaboli~ 

mo dol h1.erro (Friedman 1978); la hE1bilidad de los macr6fagos pera 

· rrmtar dirnctarnrmte bacterias (actividad bactericida) .:!!:? vivo e !!:!, 

vitro, as:f como inhabilitar su crecimiento (actividad bacteriostá 

tica) (Aowley 19G2). 

Recientemrmte se le ha clndo importancia al papel del macr6f'a

go como unn céhila activrunentr~ secretora. A trav{Js de sus secrecio 

rnrn y sus roe optares, el mncr-6fé1go participa en complejas interac-

cienes implicando componentes celulares y humorales de las redes -

inflamatorios e inmunol6gicr:rn, así como también sustancias no bien 

... 
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ca:r'!.mteri.zmlns q1.1e pueden mediar o modular el te,1ido dañado y rep!! 

r1Jrlo (UnHnuo ond Cerrotini 1970., Gordon et Al 1975, Leibovich end 

Roo~; 1975, Davic.=is and r'\lli son 1976). Dentro de los nroductos de s~ 

crecü'ín de lor, mncrófagos se pueden citar : enzimAs, componentes -

del complemcmto, proteínas do enlace, factores quimiotácticos, fa!:!, 

toras promotorns de la proliferaci6n y diferenciación de linfoci-_ 

tos, etc. (tfothan ~ !:!.!. 1980, ver Ap~ndice IV). 

A continuaci6n se .da una ·explicaci6n más detallada de las -

tras caroctari stices del :macrófagtJ que son de interés en el presa!! 

te trabajo. 

l. Fagocitosis. 

La faaocitosis es considerada como la actividad funcional --

prtncipal da los mecr6fagos, e importante para el consumo, locali-

zaci6n y procesamiento de antígenos. 

La endocitosis es un término general que engloba a los de pi-

nocitosis y fE1gocitosis, dos actividades que el macr6fago realiza · 

y que son de suma importancia en la defensa del organismo (Weiss-

ntan and Oukor 1970). 

Si se hace la diferencie entre fagocitosis y pinocitosis, se 
...... , ~· 

encontrará que I a fagocitosis comprende la ndherencia, ingasti6n y 

des1;rucci6n de las partículas sólidas, tales como bacterias, célu

las y restos ele c~lulas, y eneraóticamente, se desarrollan a base 

do un metabolismo por glicoliHis, en tanto que la pinocitosis se -

refiera o lo innesti6n de partf.culas pequeñas, como las mAcromol~

culns, y rosultn inhih:lda en condiciones emEmr6bicas y requiere 

pur tanto dol ciclo del ácido tricarhoxílico y la fosforilaci6n 

J.G 



oxidativa (Wintrobe et !!! 1981). 

El proceso de fagocitosis ele microorganismos involucra un nú

mero -do etE1pas. La primera es lEI movilización de las células al 

áreEJ de ·inflamación a lo largo de un gradiente de concentración de 

factoras quimiotácticos producidos como una consecuencia de ~eac-

ciones inrnum:1l6gicas o tejido dnílado ( Snydennan et !!.!. 1971). 

La ingestión del microorunnismo es la segunda etapa en el PI',2 

ceso._ La npsonizaci6n, o recubrimiento de la superficie da la par

_tícul~con inmunoglobulina (lg) y/o complemento, es requerida para 

· ln uni6n de muchos microorganismos a la superficie de la c~lula f!! 

gocítica (Hol.land et al 1972). Esta uni6n es facilitada por la pr~ 

ssncia de receptores para la porci6n Fe de la mol~cula de IgG y r~ 

ceptores ¡rnra G3 sobre lR supnrficie del fEJgocito mononuclear. En 

el :ratón, toles receptoras de superficie hacen su aparici6n en el 

estado da promonocito; en el hombre, dichos receptores se han desa 

rrollado en el estado de monocito. En ambas especies, los recepto

res reconocen sólo algunas de lr:1S subclases de JgG (Cline ~ al --

1972). 

Oespues de lfl uni6n de la partícula opsonizada, la membrana y 

cJtoplasma Celular' BB invaginan y engloban la partícula, formando 

. t-1sí una' \.1acuola fagocítica dentro del citoplasma de la c~lula. La 

m~1inbrana da la vacuola fHgoc:f tica se fusiona entonces can las mem

brunas dl'3 los lisosomas asocJ.ndos. Estos descargan su contenida en 

z'lrnático en ln vacuola fagoc-Ctica en el proceso de desgranulaci6n. 

Cn Bl nm1t:rtSfiJ.o, y proboble1nnnte en el Fagocito mononuclear el pH 

dr:rncienrfo ubruptemente en el interior da la vacuola fagoc!tica con 

u. 
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com:Ctnntemento can eL proceso de desgranul.:ici6n. 

El s:i.stema fBgacito mononuclenr pror:iorciona un sistema de de-

f~1n.s1:1 preciso para el tejido contra una variedad da microorganis--

meo. El neutrofilo constituye ln unidad primaria de derensa contra 

or~Jt111io0100 pirogünicos, tal es como el estafilococo y neumococo y -

Hl mBcr6fngo como una unidad de defensa celular contra organismos- -

intracelulares coma el bacilo de la tuberculosis y de la lepra --

(Tor·rHo und Gline 1976). Los estudio5 de microscopía electrónica 

ind1can ·que la muerte bacteriñl se realiza extracelularmente. La -

degradaci6n inicial da las bt:1cte1•ias se efectúa dentro de los 5 -

primeros minutos y la lisis bs completa ~los 25 a 30 minutos. Le 

fagocitosis da l~s bacterias lisddas es máxima despuAs de 25 a 30 

minutos (Biggar-and Sturgeés 197?). 

2. Receptores Fe. 

La secuencia de maduración de las c6lulas incluye diversos ti 

pos celula,ros intermedios hesl.;n llegar a especializarse. Durante -

el trayecto, la c~lula vn adquiriendo diferentes receptores en la 

msmbrant.t (Loteim ai1d Sachs 197tl, Habelino and Metcalf 19?5). 

Entre los diferentes tinn8_de receptores en los macr6fagos se 

incluyen rocert:ores pAra sitiu~1 enlazantes no espAcíficos para -

oai·egados proteínicos (Stoinman and Cohn 1972) receptores de linfa 

quina (v.gr. fJf.tr·n MIF y P!iSF, Fnx ~ ~ 19?4)., receptores para lin

f'oc:l.tos 1' (Oim: rmd Wigzell 19/H), pi:1ra linfocitos 8 y T (Rosen -

thul artd Shevoch 19?3), recepl:ores c3 y varios receptores Fe ( l.ha

n1.1e 1972). 

La f'r:innaci6n de rocept01·of; Fe puede ser inducida por el MGI -
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(Macrophoge anr:J Granulocyte Jnciucer, SBchs 19?5) y constituye una 

herramienta potencial que puodo ser utilizada para distinguir las 

diferente13 poblé!Ciones ele leuc:oc:ttos en virtud de que aparecen se-

gún el arodo de maduración y tipo celular, y pueden ser detectados 

mediante lu formaci6n de roe etas con Ea o con E1~C (eritrocitos re-

cubün .... tos di;~ anticuerpo-compl emf?nto, Lotom and Sachs 19?4, Sacha ... 

19?5). 

Los ·rnceptoras F'c se han encontrado en células infectadas por 

virus herpes ('Natkins 1964), nn rnastocitos (Tigelaar ~ !!! 19?1) y 

en muchos cólulns diferentes del tejido hematopoy6tico incluyendo 

linfocitos n y ·r r macr6fugos, n0ütrófilos y células I<, así como mu 

chfls célulM; no involucradas f:n el sistema inmune (Heusser. !!,! al -

19?7). El papel que estos receptores juegEITT en la fisiología de es 

tt:i!:'> célulan no ha sido definido ¡:¡n todos las clases de células, P!! 

ro para el macr6fsgo y parfl r1l PMN este receptor funciona, al me-

nos en porte, nn el reconociriilonto a ingesti6n de complejas inmu

nes ( Unkelass 1977), clases ospecíficas da receptare!~ Fe pueden ju· 

gnr• un pi:1rHJl en la regulaci6n de la síntesis de clases específicas 

de inmunoglobuU.nas { Arnaud-Flnttandier et ~ 1980), la regi6n Fe -

el~ lo mol6culfl de IaG humana r,o requiere para la fagocitosis efi

ciente ·.de ostBfiJ.ococus proteína M nositiva (Fischette 1983). Exi!! 

ten también receptores Fe par•t:1 la IgE en granulocitos bas6filos y 

mastocitos (Iohizaka ond Ishizac1:1 19?8) en linfocitos y monocitos 

de sangre pcrif8rica humana (1.1olewicz ~ !!.! 1982). 

Son t.ihora muy conocidas cluses espocíficas de receptoras Fe 

sobre c61~1as derivadas de v~rlns poblaciones linfoides (Strober 

Bt 1::tl 19?8, Gb:1fford Bnrl FBnncir 1980). Por ejemplo, Arnaud-8attan--· -- ' 
u. 

l!'.J 

·-

... 



dier ot ..!?..! (19íl0) demostraron que las .células que transportan re

Cef]tares JgA-Fc, son encontrodas en todos los 6rganos linfoides -

con tejido.linfoide asocia~o Hl intestino~ 

. Cftros ostudios hen demaf;1f:rado di-ferencias en la especificidad 

.para las ~ubcla~es de IgG y el grado-de polimerización de la inmu

noglobulina capaz de enlazarse _al receptor (Heusser et al 1977, Ln -

keless 19'7?). Por ejemplo, Anderson y J\braham (1980) reportaron 

qua en rnonoci tos nomales de la línea U937, el receptor Fe, enlaza 

rnfis f.acilmenta la IgG 1 e IoG 3, menos rápidamente la IgG 4 y me-

nos todav.(a _la IgG 2. Por su parte Alexander et al (19?8), estable 

ce el mismo o.rden según la constante de esociación de la inmunogl_2 

bulina al_ receptor Fe de monordtos de sangre perif~rica de humano 

(IgG 1 lgG 3. IgG 4 IgG 2). Existen tambi~n diferencias en la 

sensibilidad El la tripsinizé11~i6n de los receptares de la membrana 

celular (Heussr:ir ~ al 197? ~ Unkeless 1977) y diferentes suscepti

bilidades a la tripsinizaci6n en los receptores Fe para diferentes 

inmunoglobuHrrns, así por ejemplo 1\nderson y Spiegelberg {l9srj, - · 

encontrm·on quu los receritoros Fe para lo IgE son más sensibles -

que los receptores para la JnG. Lo anterior pone en evidencia la -

qxistencia de varios receptores, tanto para diferentes inmunoglob~ 

·lina, do esta moda, se reporto la existencia de dos diferentes re

ceptores Fe para lu IgG { Anrfarson and Grey 19?8, Haeffner-Cavai -

llon ~ ~ 19?9), que inclubn sn han separado una de la otra por -

rnodio de !;uB ufinidodes crornntográficas y por gradientes de centri 

fuguci6n de mJGarosa, dí:!spufü; de la solubilizaci6n de lf.1 membrana 

dn la célula con detergente o zanicoci6n ( Anderson and Grey 19?8.). 

El on~lieie de lon recortares de membrana aobre leucocitos ha ... 
u. 
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sido. d1:? nran vnlor on ln caruote1"izaci6n de loa tipos de ci§lulas -

involucrmjos un diferenb~s procesos inmunes.· Los linfocitos por --

ejemplo hnn sido. id en ti Ficado8 y clasificados en base a sus marca-

doroa do sunerficie y propiedades funcionales, de igual fonna se -

han :tdentifiewio leucocitos pi:1limorfonucleares, monoci tos, y macr,é 

fagos. Sin 131r1borgo una clE1ra d1?.finición de los receptores sobre e.:! 

tos cólulás sB hu dificultado por los problemas de separaci6n de -

poblaciones puros de nautr6filos, bas6filos, eosin6filos y por el 

bajo núrn1:irt1 "de monocitos en SE1ngre perif~rica. 

3. l:i. sozlmé1. 

En 1922, Alexander Fleming descubri6 "un notable elemento bao 

teriostático en tejidos y secreciones" y lo llam6 lisozima {muram_! 

dasct). /\etualrnente se sobe qun J.os lt:iucocitos, especialmente los -

PMN y 1o.s 1nr.1cr6fagos elaboran asta enzima (Klockars and Reitamo -

19?5, Afzal Mir 19??). 

Estudios recientes han establecido que la lisozima constituye 

al pri~1cipal producto de secreci6n del macr6fago (aproximadamente 

el (~f:i'~ da todo su proteína extmcelular), la cual es producida con 

tinuamente y a un grado notablomente constante por todos los tipos 

dé nrncr6frJgos en cultivo (Gordon ~ ~' 19?4). 

La lisozima del macr6fago tiene los siguientes caracteristi~ 

cae: Es una enzima mucolítico con propiedades antibióticas, la --

cual hidroliza ciertos enlacos en las paredes celulares bacteria-

nns (Irnotn ot .~~ 1972), tambifn actúa sobra la quitina. Esta pro-

taína es b6sich, de bajo peso molecular (14 000 DoltonAs), estable 

a pi 1 6c:tdo, J.(1b1l a 11H olcal:irio, con carga cati6nica ( Gordon ~ ~ 
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19711). 

Las fovsstigaciones de Gordon ~t al (19?4) realizadas con li

soz.:'J.mo dn nmcr6fagos paritoneales de rat6n ~ ~1.:2 han revelado -

que: La lisozirna es una enzima constitutiva del macr6fago (la se

crc~oión cit:? r~ste enzima no es afnctada por tr-atamientas que se sa--
·-

ben. activan a las c6lulas) mientras que otras enzimas son induci--

bles. La secreción de lisozin1a está asociada con una síntesis neta 

sustancial, una i;oncent~oci6n intracelular relativamente constante, 

actnuulaci.6i1 continuada en e:_l rnodio (861,i según Gee ~ ol 1980) y es 

escnsamen ti:~ detl"3ctablo dentro de las c€ilulas. Existe una relaci6n 

di'i'Gctamento rrorio:rcional entre el n6mero de macrüfagos por caja -

petri y 1n c.:,ntidad de enzima secretada, por lo tanto el contenido 

df-l 1:1.soztrnn e.s una modida .. úti.l del número de macrófagos y la densi 

dnd celulur• no tiene efecto sobre su producción. 

Flesumiondo brevemente, las funciones de los mncrófagos son -

{F1"iedman 1978): 

i!:!.~ 

- Fagocitoeis de partículns y/o substancias solubles, comple-

jos antígeno~anticuerno, etc. 

Gon:;umo, locttliznc:Lón y nrocesamiento de antígenos. 

Deoradaci6n de nartículas y antígenos. 

nintesis y secreción ds factores tales como sustancias inmu 

narragul ndaras, enzimas, active.dores de plasmin6geno, quin_! 

nus, interferón, etc. 

f\ct:l.vic:tad microbicida y bacteriostática. 

Protocción y Jo potenciación de infecciones por parásitos in 

tracelulores. 
.... 
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in vitro 

- Fr1gocltm1is de antígenos perticuledos y substancias, comple 
,_.:..... ,,·. .. __ , - .. --

jos antígeno-anticuerpo, etc. 

- Consumo· y degradaci6n do antígenos. 

- Citotoxinidad na específica. 

- f\t:ti.1Jidr:1r1 microbicida, tumoricida, bacteriostática. 

~ titotoxicidad anticuerpo específica; síntesis y liberaci6n 

de quininas, incluyendo inhibidores y estimuladores. 

- 1\cttviliod alim.entadora pr~ra otras células, especialmente 

·linfocitos. 

- · Liher•ación de enzimas, incluyendo colagenasa, enzimas liso-

somr.llesv riucleasa; 

Los macrófc1oos son un gr·upo de monocitos funcionalmente hete- · 

rooe?.neog JnvolLtcrados en muchas papeles específicos y no específi

crw do J.n inmun:i.dad (Friedmf:ln 19?8). Estas células puedan ser ren2 

vud;;s y ustimulndHs · fl un alto grado de actividflci metabólica (Ho -

ppu1· ~ !~l 1979)", las activiÍJedns y modos de operar do tfatas están 

if1rJ.uenoü1dns nor factores tales como el estado de madurez o dife-

renciaoión, localizeci6n anat6mica y del grMdo de activuci6n (Cohn 

J.9Ci0 1 · Horiper et al 19?9). 
w- -

LE1 11cteroneneidad funcionul de este grupo de células varía de · ,.. 

un sitio a otro y resulta de influenciae locales, v. gr. pulm6n, 

CE1vid1:Hf peri tonnal, baso, etc¡ o dEmtro de una misma poblaci6n y 

'surge debido o diferentes estados de diforenciaci6n, maduraci6n~ 

"'-· -· --· 
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fiC t:i voc~i 6n o pirnibl emente n qun provienen de distintas líneas celu 

l11r'cB (r:U.i::r:: u1d Fishrnan l9?tl, \'/nll<:er 19?6, Hopper ~ ~ 1979, Lee 

c:it ul 1~il3.l). 

Exiuten vm·ios órgAnos ftrnnte ele los macrófoaos y los mncróf~ 

goa obtenidos d2 cada u~a de astas presentan diferencias funciana

lns v. nr. los 111flcrófngon nlvc:olares y peritoneales di fiaren en mu.: -

ChHS ¡1t·npi i:JdrtdOS incluyendo f(lf3bibOlismo' 1 ; los primoros tienen meta-

lmlirnno rior fo,,f'orilaci6n oxide.tivn más ·que un metabolismo a base 

d8 nlicc5lis:i.s (Kernovsky Bt f:ll 19?0), las dos poblaciones son mor-__ .,, " 

fo1c5gicarnente distíntas (Rsnrwtt 19f:6), rü contenido de enzimas li 

sosomalus da los alveolares as generalment~ m¿s elto que el de los 

pnd.tor1bi1llH; ( Pc,villor 19133, Weissmnn and OU<on 1970) y de enzimas 

h'.Ldrolít:l.c<:1s cuyos niveles.son altas para los alveolares y bajos -

en P1Jr:ltoncu'llos (Leake ~ el 1904 1 Kernovsky et !Q. 1970), existen 

cU.fi:?ronc1n:,; en respuestt~ a estímulos quimiotiicticos (Ward 1968, -

~.=in:rid.n e~ E~.! 1970), difieren F.Jn receptores da merT1brana para la mi..o 

gr:-1c:i15n clol fuc.:or da inhibicinn (Leu ~ ~ 1972). Los receptores 

Fe un lm,; nlvoolarBs es ha jo y en peri toneules al to ( Rhades 1975). 

f1s:i.1nis100, la pronorci6n de mrJcr6fagos que producen c2 , c4 y factor 

n_ voría rn1 t:1it'orentes órr1anon fuento, lo cual sugiere que estas di 

f8roncias en la.cnpocidad de biosíntesis de~. caracteriza a los 

fogncitos monnnucleares o diferentes estados de maduraci6n, pues -

lo secrGcicín a tasas cnrncter:isticos dif"ioren de su precursor cel!:!, 

lar cor!'lún, el roonncito de lA snngre (Cole ~ al 1902a, Cole ~ al 

19ílé.:b, 1\lrmrt ~·al 1983, Nevmll and Atkinson 1983). 

Onntr·o de t1na misma poblnci6n, los macr6f1:1gos difieren funcio 

nalrncmtl:i. Nórmalmente, los mucr6fagos de la cavidad peritoneal son . . ~ 

... 
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muy lrnteroqt":nmJ!:"; (Wcilker 19?1, HicEJ and Fishrn1m 1974, Walker 1974, 

ThoiMifJ · end J.1üt~nween l9lll), con respecto al tamaño celular (Rice -

r:ind r.·1(-1hm0n E1?11), densidad t.lm receptores Fe (Rhodes 19?5), y hab! 

lid11d fnqocíticn (Zembala and /\sher.son 19?0, Rice and Fishinen ---

Grnno ·~o hf:l d:f:cho, esta. héteroóene:l.dad .. local 1'ln mucho se debe

nl or.:11:lo dn Gr.t:ividad. La de!3ignación de macrÓ'fago activado, das-

cri.h8 nl · ·a::it.srJo de los macr6fagos que tienen una incrementada habi 

l:ld,.1d pr.n-u fauocitar microorganismos y ejercer una actividad anti

rntcrolJ:\.ol (v. f!rnovEky ~ ~ l!:1?5v Karnovsky and Lazdins 19?8, North 

E.!'ii"l). Culrn rt~~ml tar que en Y"Hfllidad dependa del grado y la ne.tur~ 

lrn:n rlEi ln 8stJrnulF1ci6n la cupw.::idad anti tumoral, antimicrobial y ·• 

sucrfft:ori ¿;. dol illñcr6fago ( Hopper ~ ~ 1979) • 

Existen d:\.ferencias entre .une célula normal y una nctivada, -

entre 6stm:; clestacnn princirnilmrinte su morfologín, Química celular, 

ntrtbutu:: binrruíinicos y atributos funcionales. Los c6lulas activa

das ti2nrn1 octlvidades increinuntadas de ácido hirlrolAsA fHard 

l:J71J) y rnan:if':i.nsten durrmtEJ la fat¡ocitosis gran actividad respira

tnrta (1<11rnovE:k.y et ~ 1975), metabolizan lo glucosa (Knrnovsky -

!:.!: 0. Hns, fl1:1.sgaard et al :!.977), n nivel de la membrana celular 

olto contenido de fosfolípidos (Kondo and Kenai 1977), mientras la 

"1cto:...5-nueloc:itidnsa dis1T1int,.1)'.E!. (l<arnovsky ~ f'll 19?5). 
,:'. :' 

!:'.n resumen, las prop:i.éÚ:i'S1cfos de los mocr6fagos activados son . ' .. - .. ·. .. ... 

lo~> s:i~¡uinnt;Bs: ... •· . ... . 

Jncfrcmento 9 Morf'6i6fit~Q~'Eln: 
lidhe!dvidad, ~x~endi~f~~td . 
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! ; rtínul.o b r: J !:npl ásmicos 

.\dmri lctc1aGn 

C.1>dd<1c:Lfin c:IH ln aJ.uCosn 

.~f1Uenctn dr~ cnlc:i.o 

lnrnn 1fr1 glucosa 

L.ibernción d.e cmzirnGs listisomales 

Lfsm:imú 

r:raducctéín .de activador rltl rlasmin6geno 

Pr•oducción dP. Prostuglancl:l.na 

Jnc.:rA.nt?r1tos Funcionclles t:in: 

Ef0ctos cftot6xicos sobra c&lulas tumorales 

E. :;:::T1i\Fl/\CTDN lF'. CELULAS EN mmrnBLACIONES. 

Oarln la heterogerrnidad 'fÍ.1ncional que se les atribuye a los ma 

crófaaos y habiéndose dotectm:frJ la existencia de subr10blaciones 

fi.mc:lo.n::ilriiGntf'J distintfls (Ric13 and Fishman 19?4, Ho1?per ~ al 19?9, 

LH1'< l9P.íl, UH:i r~t 1.'11 1981), en lr;s últimos años, el princirml ímpe

tu ~~ra dlseílRr procedimientos de saparaci6n de c6lulos ha sido de 

bido A que el tejido hanatopny~tico y linfoido es una mezcla cam--

plr-Jja de e6lulnr-;, y los métodos de r:lislamiento son indispensables 

?G 
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CLiflilLiu !><J dm;n;,1 cr;tudinr unfl poblaci6n individual o ·un. tipo celu--

J.,¡r- ¡1drl:iculur f.1.'U:'A poder: 

-· r:urn;ner y desglosar al proceso da diferanciaci6ri celular,. -

un ii.1rt::lculF.1r en el dfi~;í:1rrollo de los element:os de•la san--

~¡ca ( n pnrt1.r de lns células madre hernatopoyéticas). 

- Ct'1r1oc,?r los mecr.mismos dr:i interrelaciones de los. linf8c:f..tri-s 

D y T con. el macrófago durante la respuesta inmune;. 

t:cmcicm' ol pape~ del macrófago der1tro de la raspufusta inmu-

H<lct:r. F.üc tibl a·.1a cara.et in•ización·. rriorfol6gig~fc:i tol6gica y 

funcii:in;J.l de cada tipo celular. 

- f.lc;,F:i.n:t·r r1uevas el.ases Funcionales de céll.ll(ls. 

Grrmr l·ínerns celulares puras que permitan obtener medios en 

riqu8cj.dos de factores solubles que elabor~n en peque~as 

cuntidados, de modo qun ses posible su caracterizaci6n bio-

qu:f1nicu. 

- ílhtenor nreparaciones enriquecidas de cólulas de la serie -

monocito-macr6fago, dacio que estas líneas representan una 

minarÍA ~el 'pool' de cólulas mononuclenrcs. 

En otros estudios el interés es el de obtener informaci6n -

concornionte a parámetros bioquímicos asociados a funciones 

particulares. de las c~lulas, como nuode ser lo quimiotaxis, 

f ngoci to sis, adherenc:t a, ci totoxicidad anticuerrm-dopendi 8!:!. 

te 1 ns:i'. como las activid.acles de varias enzimas intracelula-

rer1. 

fir-:1 han prt1pue~to. \/~f:l.ás; 't~cd:i.cf:ls para la fraccionnci6n de los 
.- ·~ .- \"'. ::,,· ,' ;:.- . '«:_ :'_,- -.-. ·:" .; ;:·~, 

mnorM'agos, tocfns álÚ1~-~til3~1-Jl1 como finalidad la separación de no-

·r,""\. 
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blucioncs o subpoblaciones con alto grado da pureza, viables, con 

un rnfrr:i.1110 rl·.! nlb:!racil~n funcinnul y morfol6gica 1 y con un elevado 

prn•cr-Jntnje Un rncupernción trd:a1. 

Una prDpirnind de los mocrófugos Que ha sido aprovechada para 

ln obbsnc:Ll'in ciP. pobláciones homogéneas; es su carincidad de adhere.!! 

r~:i.a · n Jr,~; n1j11::; 11etri dn cult:i.vo de vidrio .Y plóst:l.co (Edelson an~f 

Cohn l97Ci, Tnr-r:i.to nnd Gline 19'77, Ackernmn and Oouglas 19?8, Kum!! 

fJc.d u!: nl 1979, 1'/ood'et al 1979, Treves et al 1980, Schonhegrad --·-- -- . --
nnd Hold 1!181, l//inte:r at al 190.1, Zanella et al 1981). '--. ---

Ln pu1·:J.f'ir.:aci6n por adherenc:ia implica que los monocitos tia-

nen que:! :'HW' s.::1pl1rnclas tmtes de se.r utilizados en varios ensayos. -

~IC? hfl ·cJi::;;nosb·nda que los procodimientos de desoegadura nueden al t~ 

rnr CúrUGb::d.stir:as de la superficie y propiedades funcionales de 

lt::s célul nr:, por· otro ludo., osttrn t~,c:nicas tienen inconvenientes -

. ü..lc~' corno recupBrnci6n y viabilidad de. li;ts cólulas vRrioble (Zen!! 

Utrfü> técnt.cas .co;nuhn18nte· ~rn~ie~~ij~.:~bri·la electroforesis y -

ln fittr~1c:i.ón {8r~n~t et ~Íl~¿~:,'Aé\b!{J()~:itz 1964, Shortman 1966). 
·.· ' ···,· -.--.~:·,,.¡, ····".·_;/,-·;":''.·','''-·:··. -.... ,. .. 

. - . . . 

Do lo~i oi'ól;odos desarrollndos para hacer la separnci6n de lo~ 
. ' . 

cl,i sHnto~ t:ipos de ct11ul·as, los más completos y que han conducido 

a rnejOri:w . rmfül tados son los que se han efectuado nar e en tri furia-

ción Übbr8 9rr-1di8ntes de donsided, aprovechen do el tF.1maño y densi

dm:i de lns cfüul ns •. Las di fernncias eri la tasa de sedimentación da 

las dietintns poblaciones de células se ha utilizAdo pora fraccio

nrn~1w.>. · Tnó1·.·icarnonte esta tasf.i de sedirnentAción está regida por la 

ley da Stokns y es función tanto del tamaílo como de la densidad ce 

u. 

2íl 

n. 
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lul. nr y fnrmn (Óhorbntin 1972, Hard:!.n and Oowns l9Al) , pero depende 

p1·ímtird:iHlmnrd:c'. del b:-irnnño ( nurc.zynnki nt f!l 1970, (}ay 19?2, Short 

Ln oxr:>rc~~d.éiri nloobrnico 1:¡ue clnscribe 18 velocidad de sedimen

tN:.i5n cit:J 111n 1-;6lulns en estn cnso es· le siguien~é:J 
v __ r~)_c ___ l_,.)_. X g, > 

líl z >•e_.······ 

; r" ; • < '. ~ 

:.·.<"· 

1 Li dfi1, :ddod c!ol medio líqu:lclo, g laJ:'u~rz~ de la gravedad cin el 

Pr.:tr m1o;dl.u ele loa gradientos .de densidad, se han separado, la 

ci:i \/(·!.rntcin1! d1:) c8lulas de la snnare humana ( Grdina ~ ~ 1973), lin ·-

f'oc:U:on do ln G1mgre porifér:l.ca humana. (Leos and Roas 19?4, Schut 

.l~i: !::.1.l J.9?L'l, llont ~E! 19?9, Ulrner and Flad 19?9: Fiege !l.!~----

19fl'.!} 1 crHula:; cfo exudado ped.tonef.11 .(Gorczynski .et al 1970, Zemb~ 

1 n t111d 1-1:.:ht"r·sr.111 19?Q, ~}cCarthy and MacVittie 1978), células forma

dm·,,,:; dF: co:J on:ir1s do la médul¿¡ 6seé1 (McCarthy and MacVj.ttie 1978), 

r11111:1·¡)¡'-';1uon r1c~ ln s;mare periférica humané\ (Oont et al 19?9, Ulmer 

nnd n. ml 1979, Fl.uk s 19~1, . Fer:rante and. Thong 1982},. grRnuloci tos 

cf¡~ ,:;, .n¡n·c; periférica humana (Driy 1~?2, Ferrante and Thong 1982), -.. ,. 

8LC. 

V<'irüis rí1üt:'f~ri8les>s~"~Rán- ü't;ifii~db para la producción de gra

d:l.ontn·s d~! densidad,:'i~~~~S'~bntÍ~~~~ como discontínuos, qua permi

t1:1n unfl fr·ücc:tonacion de ltts células y qua aporten subpoblaciones 

honirigénon!; de rri21nera ·que sea factible su caracterización morfológ!_ 

c.o.i r ci tolé1qic.r.1 y funcional; entra los matnriales que más so han -

uU.:l üodo rrntán lá Goma l\cacia (Kinoshita et al 19?0), ílenografín 

.,_ 



{ Cn1i.n1:i .'.::.~: ~.l 19?3) 1 Albúminn (MfHler and Hiesche 19?0, Shortman -

1972, l'J.l11:1nms 5~t nl 1972, íl:lco and Fishman 1974, l<linkert ~!·al -

19W¿} 1 F.í.coll ( Uach nnd Orashlur 1970, Gorczynski et !!! 19?0, Zem

tJ1·1L~ nnd :\flfrnrf.ion 1970v \'/alkr:w 1974, Oont ~ ~ 19?9, Nardiello.-

<3t !.~~· J.D[Ú} 1 y Ficoll Hypaqun (Day 19?2, Ferrante end Thong 1902). 

G:ln emhr-:u·uo, rÜrlrJLrno de estos 111nte?rialas está completamente fuera. 

dz~ cl:.'!svE:ntujat>~ algunos de estos tienen muy alta viscosidad (8ach 

nnd :'\:r¡.:¡~:.hlnr 19?0, Gorczynski 2~ al 1970, Kinoshita et~ 1970, 

ShtJrl:mAn EJ'g~, l't:!.lliams ~ a1 19?2), o causan agregaci6n de las cé 

l ul ns ( Gorez ym'lld ~ al 19?0, Shortman l.972, V/illiams ~ ~ 1972) , 

otro~:;_ no son ümt6nicos en todr.1s partes del gradiente {OAch and 

r:·i·ot;hler 1970, Gorcz ynski et t1:h 1970, Grdina et al 1970.), otros co 

111c1 lo A1h(iminn tienen amplia vnriación en su osmolaridnd entre es-

pucias difarentss y entre individuos de la misma especie {Shortman 

1~77? 1 W:iJ.1 :Lwnn E~ ~ 19.72). Otros ventajas y desventajan de los ma 

torüil os t:11 rn~umen en el Apéndice V. 

La importancia da mantener 'condiciones adecuadas durante le 

5UllfJL'f.iC~éin de J.ns c~lules, so demuestra Fácilmente debido a los -

f]l'andes cambios de la densidnrJ't;!e J.a célula por materiales no iso

b5r.ric:os ( W:illj.ams et al. 19?2} o con gradientes de pH no fisiol6gi

r.:o ( \'/ill:l.Etmo nnd Shortrnan.19?2). 

El Percoll es un material basado en sí.lica coloidal que por -

sus propiedades fu6 seleccionnc:lo para le. fraccionación de las célu 

las un ol presonte trab~jo: 

- r::s un n1edio de densidt.'ld :l.nicial da 1.130 ± O. 005 g/ml, con 

propiedades químicas constantes entre lotes diFerontes. 

- ffo BS tó:>dco (por ester recubirJrto de polivinilpirrolidone) ... 
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pnrn1itinnda la f:caccionaci6n de las células sin e_érdida en 

lt1 v:iabilidnd. 

~· "l'Jono bajn osmolaridar.J ( 20 ajDs/1<~'H2Q) -que permite un. aju~ 
t n rwnc i f,o a cond:tciorle¡:; f'Hiidl6gic~s --~·~~-~ ir.itérferencia siQ 

nificntivA del medio. 

- flajn vü:cosüle1d ( 10 ::t ~ cP J ~ehn¡~1_ª"ª~ i;el_ uso de gracTien

to:; 1-,·;1st1:1 l.?. u/rnl y tí::11nblén ~~~G{f~gd6; en una formaci6n rá 
: ... ::-:·;_·;:>-~ ::--e~-~;: ·-,··~~: ::·;-' :;~;:<>:··~·'." 

pictd del gradi8nte. >::~:_2;_:\ ~-::··::~;~~t~~)t·· . -. " 

- ImpnrmBuble a las membrunris}t'lÍ6i:6~f~aspernitiendo una pre

'cfrrn clotarrninaci6n de la déh~i8~8, 'y eliminaci6n fácil del 

· modjo para recup~rar el mat~~i~l. 

Formó arodiente=: espont:f.ínec:Js duremte la centrifugaci6n · deb!_ 
. ' . 

do .n qua hay un tamaño hBterogeneo ele las· partículas de Pe!: 

coll con diferentes tes6rrde sedimentnci6n en un campo gra-

v:i. tnc:Lon nl • 

- Pm· cu nH de 8.S ± o.~ y s11<bed~ capacidad de emortiguamie!! 

to, r:l riH puedei ser-rÍic¡J.Úe'r1f@";ajusfodo entre 5 y 10, sin -

on;, 0 b:Lo em sus propiedf:1dms físicas. 

A ccntinunci6n se resumen brévemento algunos estudios realiza 

dgs poro ohtoner poblaciones celulares homog6neas y que brinden un 

flilnornrnn cnncreto sobre los 011nnces logrBdos nl respecto. 

Wnnrf nt: al (1979) demostró que las concentraciones bajas de -

EDTfl .. (10<¡~!;) permiten. la remc1ci6n de macrófngos peritoneales de la 

supnrfir:JfJ ele plástica, repor-tariclo un estndo viable de! las cfüulas. 

[~·;te mótodn proporctonó un rendimiento de anroximodamrmts un 31 a 

3tJ'{, con un orario de piJ1"eia do D9o/.i. 

1L-
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~:1ir11dq1t.L E~ Et1 (19?8) en f;u exr:mrimento i:dslaron macr6fagos me 

c!J.no~:IJ prntr,,1tc1i;·d.ento de lF.ts c:ujas Petri can··2 a 3 ml do suero fe

b:il r.le bccm"'1'.'º (FCB). r:llos utilizaron aproximndmoente 4 X 106 cé-

7 lulus d~: u:<u(!mlo peritonr.ml r.ls rut6n o bien 1 X 10 de sangre par!_ 

ffa·iea hu;11,in1:1 pur cojH. Lns células adherentes .fw~ron removidas 

con rn:ilucir1n nmorl::iguador11 de fosfato ( PBS) conteniendo o. 2~~·-de 

El)T;\ '/ ::;/, clt: FGD. Ge ?'(~porta un porcentaje de recL!rmraci6n de 59% 

p.:J;·,1 11L'.1:;róI-noos peritoneules de .rat6n pero no se indica su viabili 

tlad 1 y ur1 ur~1do do pureza rneyot' al 9'3~. 

/\Ck r:.rrnan y Oouglas ( 1978) purificaron mon()c{tos de sangre pe

r:l. férica da l1umm10 mediante la adici6n alter'iiada de. medio y EOTA, 

flnccmtrnnflo quf? lr.1s cólulas puaden soportar al menos tres ciclos -

d1=.i pouatJurL~ y dnspegadura. Lo incubHci6n fu6 a 37°C duronto 15 min 

en r::il EDH\ f3rnf..1), pero 10 min 13s suf'iciente. El riorcentaja da recu . ' ,, 

pm~,ic·L~n da las ct1lulas fuá do 001~ cuando 10 X id3 ó menos monoci

tn~J. snn :.1;)lic:n::k.Js n i'os frascos, y la viabilidad mayor de 95c¡{,. 

Tl·nvas ~~ nl (19fJO) aislaron monocitos de snngre porif~rica -

humrnrn apr·ov2cl11inda su capacJdad de adherencia, las cólulas adha--

t'l'Jntos contenínn 1 o 4·~ de ltn.focitos y aproximadamente 95~~ de mo

m·1c:i tos y fur:r-cm removidas con PBS libre de ca+2 y Mg+,2 en tubos -

~a noliol6mero, que fueron necesarios para evitar la adherencia de 

los nionoc:i. tos. El porcentaje1. de recuperactón de los monocitos tuvo 

un vfllr:ir prom~dio de 81.91:!.1 con un rango de 60 a 100')(, del total de 

r.élultrn rnooocít:Lcas adherentes de los diferentes donadores. Las cé 
.· . . . . . 

1u1t1s 1;1fr~lndr1S fueron muy 'act;:Lvas en varias pruebas. 
¡-

. . -;- - · .. ·- .:.: .-. ~- .... - . -- -.: ·:. 

Gchr;n-Hegran y Holt (1901') en c;:ajas Petri recubiertas ·durante 
' . -·.- ,''• .. ·. 
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ln nochn con FGS inactivado n calorv cultivaron células de exudada 

p1:ir:i.tonBul de rnt6n. Después r.ft3 eliminar las células no Adherentes 

por lovr.ic.Jo, las cólulns adherentes fueron separad~s con 5 ml de so 

.lucií'ln sol irw libre de ca+ 2 y Mn+2 conteniendo O. 027'1 de EDTA e in-

cuírndan n ~'.J7°C: durante 20 min, después del cual se removieron con 

uno niputa raGtriur resuspendiendo vigorosamente. LBS c~lulas recu-

por·11rlw.; f1.J0ron completamente vit:tblos y la poblaci6n contenía mayor 

o inual nl fJ2•;h ele las célula!'i totalos, lo.s cuales fueron activamen 

ta fr:igoc:lticas, pinocíticas y estereasa positivas y parecen repre

sentar 'una pob1Aci6n de macr6fagos de alta pu~ozo. 

Znhülla E::!: ·E! { 198¡) aprovechando tambión le propiedad de ad

herr-Jnc:i .. n 1 nis1.aron monocitos de sangre periférica humana con lino-

ce1íha, a pH de 6. 7, y comparnron sus resultados con los siguientes 

métoclós dw~nrrollados paralelnmonte por ellos mismos: raspado mee-ª 

nico con !ICJndarma de goma, superficies recubiertas con microexuda-

do, y· sur:rnrfic1.ns pretratad11s con FGS. Encontraron que los cuatro 

miil:odm; cl.111 l'B'1ultados de viob:Llidod y porcontajn de recuperación 

G:l 11:i. l1:1ro~;, excepto que el ranpmlo con gendarme resul t6 con una via 

vLL:i.dmf no 51;1ti;3fE:1ctoria. Par·t1 el método de la linocaína el parce!:_ 

~1ja da rocuparaci6n fuA de 48 ± 35 y la viabilidad de 88 ± 3.8~. 

Kir1oshita .!2.É al (1970) utilizando como modio de separación la 

Goma /\cacia con gravedf:ld~s B~f.h'3CÍficas de l. 072, l. OG8 y l. 064 del 

fondo del tubo a la suporfic'lnw respectivamente. La suspsnsi6n de 

1ns cóJ.ulnG fué nuesta en el nrHdiente ASÍ 'formado y centrifugado 

a ~1(100 rprn (aproximadamente ;?O[)(] g) duranto 15 min, obteniendo cua 

trn brinrhw fo:rrnudas en las in l:r~rfnsns y en el fondo del tubo, las 

bnndmi formodas en las interfases. fuer.en clasifici:idns c:i.tol6oicR-... 
"-· 
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mentfl como linfnci tos fJl"BndB!.:; 1 madi anos y pequeños, ll'I frBoci6n -

CUni:ro C011!d.E>tiéí en SU nwyor:f.a de efiitrócftos. 

!krltn oi !:':!: E:!:. ( 1973) trabaJ Bl"On con gradientes de Renografín -

lonroni:Jo eiepara~ bandas relotlvainente puraa da eritrocitos, granu

loci.to('i 1 y leucocitos· no grt·mulares. Las densidades a las cuales -

f1•tsron 1kd:erüdnn las c:élulas Li011: monoci tos 1.128 g/cc, linfocito's -

L1:~:9 u/ce, od.trocitos 1.151 n/cc, neutr6f'ilos 1.161 g/cc, eosinó 

fL!.:::i~; 1.169 u/c.c y bas6filos 1.173 g/cc~ Las polJlnciones de célu-

1ds r·nG1.1p(:.:radas cor1sistió. de l.¿¡~~ demonocitos, 25~t de linf'ocitos, 

60.f.1'~ rfrl n;3u·trófilos, 3.7'/,, de oosin6filos, 0.6';~ de bas6filos y ---

O. 7Yde c6lulns na identificadns. Reportan células intactas des--

put1~: ciEl lt:1 éentrifugaci6n a 10 000 rprn ( o.proximodarnente 13 000 g) 

y u1rn rl3cúpfH't.'1ción del 85</1 del total de células. Lf1 viabilidad fué 

constt~tu:da .eri .:izul de tri peno, siendo superior o igual al 96~. 

Mlilll~t' and Hiesche (l9?D) por medio de gradientes de ,'\lbúmina 

sapm'ot·on cólulns clel bazo de r1-1tón centrifugando a 20 000 g dura!! 

t1:1 ,¡o in'l.n. Los urndientes estuvJeron formados por 1 ml de cada con 

can trncitín de Albúmina ( 29, :?t.i, 23 y 101
}'.,) secuenciAlmente. LAS cé

lulas ua r8tuviaron en la interfase de cada concentraci6n y la dis 

ti·:i.bución 0t1tcinida fué: células plaS1T1(1ticas en lB frar::ci6n l y 2 1 

l:i.nFociJ.:oo en tod.as las fracciones, grenulocitos en las fracciones 

2 n 4, 1.Jrii.:i~oc;itos,/en~_las 4 y 5 y blastocitos cm las fracciones 1 

8orcz~f!~~~.f,\,,~;;9lf:,iJ·i'~?9f utilizaron el Ficoll en la elaboraci6n 

ci1:l un g:r'odi~~tci~~~.' dg~'s:f.dad, coq, pH de 7. 2 para separar células del 

lrnzo, c.;.:nt?ifL~dndo el conjunto a· 3 800 g. En tales gradientes la 

-·-



hflnda do c61u1ns produc·~oras de anticuerpos se localiza en un solo 

pi.co qwJ se fmiiw 'aui1ádenstdad de 1.·070 g/cc. Encontraron que el 

ptl y ln cr1.Jaoi6n da un grndinn te inverso afecta el perfil de den si 

dftd. fii ~rn abato el pH a !:i. 5, r.1:1.sminuye su densidad flotante a ---

1 ~DG2 n/cc y la vnriaci6n efe lu asmolaridad es de 29.!1 m-osmolal en 

m.rpm-fic;J.n a ~~fü! m-osmolal E;Jn el fondo dividie11do el pico únfco da 

(:6luü1ü nn l;ras distintos picos. No se reporta el porcentaje de re 

cu{Jer'i::1cion paro sí c.élulas vtnbles .• ·. 

· 401ob;::1la and Asherspn (19?0) purific~ron m!'lcrófagos a partir -

d8 exudod'o peri.toneel de ratón y obtuvieron las células con aprox!, 

madfír,1F.mte un· <J~l/1 do pur·eza y un porcentaje de recuperaci6n de 50i¡{i 

aprox1mndnm8n te. o pRrtir de 108 c6lulas, las cuales fueron re sus- ·-

.pendidas. en 4 rríl de Ficoll al 25rfu en soluci6n salina 'buffer•. Las 

célt..ilas fueron puestas sobre Bl gradiente integrado par 6 ml al --

21·;~, !:) ml al 10}~ y 4 rnl nl 12·\'.i de soluci6n de Ficoll, centrifugado 

B 20 OOD !l rnSxüno durnnte ?O mi.11 non refrigeraci6n. las célulns se 

rnl;uvü:irtin en las interfases y on 'la fracción de deri6sito, rapar-

tundo 95•/, cJe viflbilidad después de la centrifugación. 

Bm:lºI nncl nrashler (19?0) por medio do gradientes preformados 

c+u Ficoll, nislt1ron células linfociticas de distintos organos· lin

foides. Los gradientes se centrifugaron a 20 000 rr (13 500 rpm) d!;! 

rélnte une1 hora• Pare el caso del bazo obtuvieron hasta 30 subfrac-

ciones discrBtns de células, el número reléltivo de células en cada 

trnndn 8!3 Ltnn p1"opiedad de los suspenciones preparadas, del tipa de 

tn,jj.d,o u órgano y. de algunas ratas individuales. Los valores va--

rinn de .rmirnr.il a animal y de un tejida linfoide a otro en el mismo 

11ninial. 
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1¡Jnlkor ( 1974). trobo.jando con e álulas Adherentes. da exudado -

pr:irttonenl de conejo, libres ele .otros tipos de células excepto li~ 
. . 

focito~;, looró 5fJpararlns en c:Lnco poblaciones en gradientes dis--

cunt::f.nuor-; cte FÚ:oll, formadon por sobraposici6n de capas de 10, 9, 

O y !~~ dA Ficoll, De las cinca Dubclases obtenidas, los macr6fagos 

cornprn11d:Lnrt1n .rr1ás del· 95.Y,, rJe lns células en las dos subclases- de -

drm~d dt1d 11innor- 1 111fis del 90'.~l de lns células en las subclo.ses de den 

si1.b(.i intrn'"mnd:is y aproximadrnnente om(1 de las células 13n la subcla 

so :rnrn den r.a. Lr.1 contmninacirSn para todos los cr.isns estuvo repre ... -

s~itodA cor linfocitos. ·El porcentaje de recuperaci6n fu~ de 68~ y 

no ~;f1 :rénnrta ln viabilidad de las células. 

!lay (19'72) utiliz6 gradirn1tes de Ficoll-Hypaque de una densi

rJor1 de l. OfJ!'l u/ce a 20ºC para separar leucocitos basófilos de san

fll."O pnd.f6.r1cH de humano, la tasa de racupHración fué de ?4% y con 

un qr·ado ele puroza de 95°f, y 95•/, i:fe viabilidad. El número de célu-

lns intr~ducidHs al gradiente fué no mayor de 2 X 108 y los gra--

r:Ji.onüm f,:e centrifugaran a 3 800 g durante 30 min. a 40°C. 

Hf'trdin and Downs (198i.) aislaron monoc:!.tos de sangre perifér_!. 

ca hurnm11:1. F'ririwra se aislaron lHS células mononucleares en gra---

d:t.e!1l:es do Fico11-Hypaque, y después estos monocitos se nurif'ica--

ron por ::;edimontaci6n cluronb-1 5 min a través de gradientes de Par-

coll reorientadds. El método es reproducible y la recuperaci6n fu& 

clo 5Clo/ri dB rnonoc:l.tos de la sangro inic.ial, con contaminaci6n unica

n1entc no·r linfocitos. Los monocJtos recuperados son viables (95%) · 

y funcionules, pues se adhirioron a las superficies de vidrio y -

pJ.f:tr.;t:ico n inf]irieron partículas de latex. 
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Gcl·1ut i:;t ul (1978) trabnjnron con gradientes de densidad de -

Ficn11-Jscpnquo, pora sooarar linfocitos humanos, logrando fracci~ 

nnrlos ·rm dos pr-.rJlticionns cuyr~f; densidades corresponden A menor de 

1. CJC/7 o/cr; y runyor de 1.0G7 o/ce. Su gradiente consistía en tres -

cnpn!3 1 cfa clc~nuidades de l.09S, 1.067 y 1.055 g/cc respectivernente, 

y Jn pciblnctñn de linfocitos entrotificada fut!i· no mayor ele 123<106 .• _ 

El q1·nclü1rit:e sn centrifugó a 2 200 g durnnte 10 min. 

Florlt ~!.!:.E.! {19?9) separaron en gradientes de Ficoll leucoci-

tót; mononuclcm··ns de uno poblaci6n inicial de 4 a 20 X 10? leucoci 

tor.~. n promodi.o de recuperación fué de 85~~ y una viabilidad de -

rn{id del U9·1.,~ f)e obtuvieron .5 fracciones con proporciones variables 

de 1nncróf'nqos-1infocitos, de los cµal~s, 3 estabon dominadas por -

linfocitos y 2 ror macrófagoS •. Lacbrindn con mayor porcentaje de ma 

cn5fagos contnn:ln un 40% de és-ta~·tcélulas. 

8? 
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IV. ll8JETIVOS 

lJL,Jr:TIVO GH!F.íV\L. 

~- . - - -

Dott3r.·minsr expr:irirnrantalrnr~nt:e si los macr6fagos que migran a. -

Li c1:ivicl~1d piTcita':Jei:il de rattSn en respuesta a la inflamaci6n--indu

ci1lt1 por- :lnyecci.ón intraperitDnoal da caseinato de sodio, pueden -

nnr t:epar·udbn Bfl subpoblacionns funcionalmente homogeneas, con un 

oluvaclo 9rni:1o cJi:i pureza, recuperaci6n y viabilidad de las células, 

on nr1se a sus cnractcristices de adherencia y tasa de sedimenta---

08,JCTJVOG P!,RTIGLJLAílES. 

l •. '.". Dbtener la cinética dt'!J aperici6n de las cálulas leucocíti 

cm; qu(:J rnioran. n la· cavidad nnritoneal al inyectar un irritante. 

•J 
('_., - Jde;;ir• un método que pi3l"mitn aislar subpoblaciones de ma--

c:róf n!Jo~1 de las células obtenidas en la envidad peritoneal. 

.. 
3. - f:nx·nctnrizar. las sÚbpoblaciones de macr6fagos midiendo al 

o un ns de 1;1w1 propiedades cari:tctnristicas { fagoci tesis, producci6n 

dr:: lümz:trnu y capacide1cl paro presentar receptares Fe en su membra-

nu cr.?luln:r. 

3A 
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V. HJ.PílTEGIG 

E:>1.:lt1tci cBpnr-taclo en la l:lteraturn muchns evidencias .de que 

lo:i mucn~ri,noG son un tipo dt'I cl"Jlulfts quo desde el punto de vis·. 

tn functonnl os muy hoterogenrm, se reportn que estas d'.j.feren--· 

c:i.fü> funcl.rnlf.ÜBf.i se presentan tonto en la misma poblaci6n como 

c:n c1üuJ.o!'; r)rovi:inientes de di:.;tintos órganos fuente, Si los .má-

criSfnqo~> son un con,junto da r:Lllulas funcionalmente heterogeneo 

CompUest;o pcrr f]l"'LlflOS de celulns Con funciones especif'icas, en--

toncc~r.; lar-; funciones pueden Sff(' separadas empleando métodos a--

prr.1pi a dos, . r::i. ef:. el mismo tipo de células, capaz de cumplir con 

tod::is lns funciones que se les ntribuyen, ·las funciones no se -

puudun s0pr:.irar. Se propone snpsrar a los rnr-1crt5fagos con propi_e

dildos rnorfol ógicas y funcionnles distintas, aprovechando su pr~ 

pimlnc:I cli::i ndhorencio, utilizando. enzimas y quel antes o bien en 

b.:1sb D su tnsa de sedimentación, "mediante centrifuaeci6n en gr.!:: 

di ente;; ele; (knriJ.dad, péra finalmente car.acterizor a las distin-

' tns rr·nr:cLom1s obtenidas midinndo algunas de sus propiedades 

"-· 

'·"'" 
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.vr. MATC:ílI1\L y MCTOOOS 

. - . ··:. ~ ~. ' ' ::, : .. -: .,; . 

e: l lOFAG(Ji) y r;rp,i é9;6d:ULA~~ ¡;1,ll~T.rVAÓ1'\S-:CELULAs .. l\O~{f;:RÍDAS' EN RATO· 

utilizaron ratones machos dé la cepa Wistar, de 

tn.i:~ iJ cünth.1 inéses de edad. 
. ~ ' 

··· Dbtcmciór1 do le1s Gélulai:i Pa.ra indu-
- _·.:_ :.~-- ,-": 7 

cir iil..dGsnrrollo ele la· tl3~pC1nsta inrnu.riol6gicn celular, ~ los ani

maL,~1; ln~~ ~sl.111 inyectad()~ eri J.fi envidad peritoneal 3 ml de caseina

tó dn solfiu al 10~(, en solución nmortiguadora de fosfato ( PGS, ver 

• 1\.pfnrlicc; nJ ·con unn jEirincrn rfr~sechable de .5 ml. Los animales son 

sacr·ificE:dc1f; pcfr dislocacit'ií1 cervical a dift?rentes tiempos (Tabla 

J ) y J,f1s c1~h1lar, son extrEtídr~s por lavado de lo cavidad peri toneal 

con lti rnl dv POS. 'Las cfüUlos f>rm .levadas tres vsces con POS fres-
~ . . 

t~u y cnntr:ifua;:uJos o 500 g dur'ante 3 min. Fina.lmente se cuentan en 

P1·op1n'de:i.f:'.r1 ele los Frotis. Los fratis son preparados en cito

C!intrl.l°uon · (Cytcispin, Shandon Gouthern, U. G. l\.), colocando con una 

pipHt;) l"'ii!d·eur· tres gotas de ln suspenci6n dFJ células y centrifu--

anodo a 1000 rpm durnnte 5 min. ·Las prepsraciones secndes al aire 

i.mn b§íicl<1s t:oá May.:..Grt1nwald-G·1.e111sa, y contBos diferenciales de c6 

llilfüi f.•on nntoncos realizadm¡. · 

1'\ meno.n que. se esl'.rncif:fquA lo contrario, siempre que se hable 

trabajo,,. éstas se hacen con May-Grt1nwald-Gi13!!! 

,,_ 

U'- ·- -::.. • 
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,· 
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Ctmnt:i.ficrn:i6n de 1Rs Gúlulas. Con la ayuda del microscopio -

cnm\itm!.!'.to, y con lo lenta lílCl X, son idantificndos los distintos -

t:i pn:::. rln r::6ll.l1n~3 nn nl fratis, Las proporcionas de c61ulas apare--

cn.1 i'ufJJ!';Lr,o,dnt, un 1n Tnl:lla ]. y rm la Gráfica l. 

lle;'! r;nJ ó11 C1'3lulns GultivnrlHr:-;-Gélulas Adheridas. Cqlulas extra:! 

dcí.:; n ln:; '.,J. 1 -1 y S días despu{w de inyectndo 81 irritante, se cul~ 

t1v·Y1 ( Vff1~ '.Jnc. VI 8) can 1, 2, 4, 8, lG y 32 X 106 células/caja -

d11r,·1ntc:1 :~::¡ hr:-;, do5puósde ltHi cuales 5¡3 realiza un conteo de las 

,:(;:u¡J ,15 tHll1nrldé1s~ Estos ensnyos permitieran especi-ficflr el mejor 
- -! -·· . • 

ti"'HPD (!i d:fci::i) flnrá efoctuarlii extracci6n de las células, y te--

ili.:J'· L'1 m;:;joi.· concEint:ración. crllulos (f.l X lOG células/c~ja) en los 

i:i;·:nfn':i1111:n!;.:1s pu~~tm•ioreu (VI ri yC). (Gráfic~ 2). 

,·,,', . . -

n. :ir:P1\wJarn·.r.or:: suorboi'.).cicfr.if:S:. oF.· MÁcílciFAílos- POR ADHERENCIA 

r:ultiv<> d" c~f];[f .{~~ eoiG~~s ÓbteDidas. de la covidod peri-

i:rn1IoLd (ffnc• VI it) -~;onccLIJ.tivarJ~s"útÜizando como fuente de nutrien. 
. ,•) 

'f.;t.;ti i'.;.l IJl.IJi.ÜCI [n!}lO rnodificado, suplementado COll 10',f, de SU13rO de C~ 

llnllo, · üri ·caj;:u;. Pl1tri dt3 5 ml a 3?°C en un incubador Thi:;lco de co2 

con un11. fitimísfnra al 10% da G02 y 95~G de hurnedad • 

.' Prop¡W'1Jct6n del Mc~dio dn. Gultivo. El medio rJe cul t:Lvo sel e -

ccüjn.-:irk1 · s~> t?l Cagle mod1ficúd0 (Gibe-o N. Y., N° Gatalag. 430-2100 

H--:?:L vnr .'\pénclice I)• y que s.r1 prep·ara en el laboratorio por diso

luci.(111 dt:i un .:J1ihre en 950·ml de agua bidestilada, se añade 3.? g -

rk fi¡1l·ff~U3 , :3.f'i U de alucosa (Cc}-11206 ), 100 000 U de penicilina G y 

n.1 D r.lc~ ·3!.::l:rnpromicina por r't:iGqmendr:1ci6n de la Gibco¡ SS afora B 

u.1 : i tro './ 3•~ 1'1.ma.cena en refdgeraci6n a 4°~ hasta su uso. Antes 
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el.-: ·;ür nlr1í1íCtmc1.do, flf.J npli.ca a1 medio u11a prueba de esterilidad 

;~d~ r:j nnantii'.J '3FÜS ~10l:flS E:l un lul:Jo de ensayo. con 2 rnl de caldo da SO· 

y:• prc11Ji¡unu1t.3 osteriliz.,1do n11 autoclave. El modio Er:igle así prap!! 

rú<:ln n~; -::·_r~'.ili::rnonto al rnorni:intu rl~ ser utilizado con lO')b (v/v) de --

:::un1•!'1 rln crilJrilln, inncl:ivf.ido nn baño ~laría a 53°C durante 30 min. 

c6luln:> d 1~ L-:i cu111dncl rwriton1:;!r.1l. son incubtldns durante 24 hrs. Las 

Cc~lu"Lrt~:i no adh·arantl"lS SB remueven por medio de tres lavados SUCBSi 

ve~: con P05 .. Las célullls adh11:i•t1nt13s así purificadéls son sometidas 

n :·,l\)Uno ¡j¡:¡ lns siguientes en~':it:l}'as: 

. . . -

'.l. Tr<·1tctr;d.~:i1~'tps conTrlpsfrin~· 

E.n ::!l 1:irimsr tratamiento, lf;!s célulAs san incubadns en PAS --
1 • • , ' 

. nDmn1, y n,f.101 a de tr:!.nsihá., ¡:}":3?~C simultaneamente a cajas con--: 

t cc.ii' !:;in td.psinu~ Guando se risÜma, mediante ob!;ervaci6n al mi --

. ci':J:;::o::ii o, que nl rnr-mos Un 10:/i de las células se han sept1rado de -

lr, :;t.ip,',rrficil:: clti la cajn' se efr:ictúa una primera separaci6n, succi2 

n "!'1 1.l<J 1.:i sw;per-1sión ele célulns con una pipeta y Cr?ntrifugando a --

~U!] u., Cl Hqu:i r.:lo sobrenadnnt n es decantudo en la cajR inicial pa-

rd ~~ntinuar el proceso y efectuar las sepnracionos que sean posi-

bl ns. Lns. c.:15lul ns separadas en cada caso, son lavad ns y cultivadas 

como St3 1 ndicó rnñs arribo. A continuación se presenta en forma de 

cuadro ln~·; difnrentes tratamtnntos realizarln•J con tr:l.psina, y en -

'·' 

ténninos n·::neríiles, se reali2rn1 en forma análoga al primer trata-- -

miento, 

.. 



TRIPSINA 
Til:\ r ·•NTEf'.JTfi TE),\rER.l\TUíli\ SOLUGION 
--·-··· .. ···----·-···-·-------·--------------{._l_m_g/.,..... c_a_..J_a...._) 

1 

., 
···-

~) 

t¡ 

•= ,) 

7 

:m 

.37.> PCJfi .· normo.L 

-.~; '· '.'.·.:: .i .:~ -. , 

J.iedio Eagle 

. '.A~ificjJ.Lj1 ~fib1é,. 
):·:·.-::.-::·~-.~::~·.:--:·:::~;--:~.' .... .. 1:.·::. ,._ -~:./~:'->: 

.,,-,.~:>~·· ~·i.~)::·;_~·~;_ -... ·, -

,-_.- :~ ·.,_, -

2. Trrrb:md.r~ntd~ .6on :ic6í&Nicina. · 

+ 

+ 
'·:.-.. :·.; 

·.·,· .... · 
· .. ·~. •" . + 

'ci~ri · 10% ·suero 
+ 

So rr:mlizó un ~nsayci;::~~~i:lminar para .probar la citotoxicidad 

dEJ Ju CCJlchicirH:i·, añ~die~tlo'.s umol/caja .en .P8S libre de ca+ 2 y 
') ' ·, ' 

Mn·h: ( l\pónr.Jj.1-;13 JJI), s. inqubnndo a 3?0c. A los tiempos de 15 min,. 

1 hr ». 2 hrs, llhrs,· 16hrs y 24 hrs, la colchicina es eliminada, y - ..... 

la:-:> r;élulr:H: cul t{vadss durante 2tt hrs para ser observado el grado 

d8 mL1erta Gelular en cada caso. nespués de este ensa~o preliminar 

rw rcwl:ll'.r.n ln:> tratarniontos w-;recificndos para el coso da la tri_e 
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~dnt1, onrn C:tlll c;olchicino, e;dst:i.endo dos var:Lantes: a) En ei pri-

mm" trntund FH1tq se Grnrilefln, 11Llrm·1{1s de los 5 umol de colchic:;.na, -

:' Uinn1/r:njh, y h) En Ell segundo trRtrnniento so adiciona simultaneo 

mento lrif)!~irw, ddE-Jrnás ele lo co:tchicina, y por otro lado se adicio · 

nLn no Bin:ul tnnoarnente los .dof; substancias (colchicina 5 umol du-

rmfrn 1 (l.'':i lw·~-, y l mg cls tr:l.psina durante 45 min.· 

~J. T !Y1 tnrnicintos: cor:\ rl"Clt:'bét~d• 
'·~' ... : . 

· Lrrn t:élu1ps ad'1~remt~s ,sCl\1'.in'cúbaCiftS. a 3?°C en PAS libre de -
·, ~-·" 

en,,<:: y .Mn'.12 y lfr(nderif~~ciones' ·v~.fi~~.ies cii:J ~rote asa (o, io-3, lo-4, 
io-S y ro-ü mg/cojf:I). ObS~rvncion135 ·~l. microscopio compuesto son -

. . . . _.' .'. -

r . .:::;r,:i:> CdJa l~ ;dn y registrado al est~do d.e las células. 

tJ. T:cntnmientos con Acido Etile~cl':i.~~tno Tetraacético (EDTA) • . __ .,·,,; 

'" < ,·.·. • • • • • . . • +? .. : /' .;~;;_~:;t}>; •. 
~je an8pe PtJb libre de Ca · yMfJ;::\:, :.P.qn º.• 2"fe de EOTA o las ca--

jn~;. ele; cultivó con macr6fagos f.1dr1~r~~c:)~)La~ temperaturas emplea-

dn.S ·::;Ón '.:'\'Y, 5} ·y: 4°G. Cadi:l 20 ·1ninf:ciL:rante 60 min, el EDTI\ es eli-

111:inado. y 1..1,; células cultivadüs durante 24 hrs parn ser observado 

Hl r¡rmlo rlo rnuerta celular en cada .caso. 

- . 5. Thd:nniirmtos con Tempt:r~turas y Agitaci6n. 
.· ·.;,: ... "' ,';" .. -... :·· .. . ; .'·. ·. ·: ~- ',.. . 

Uti:Uze:1r1do un b~ñ~·d~.a~:ttadf~,,;~meóánica {American Optical) y 

un· ron:trculHdor• de u.gua: {tipc:i K2nr:J)';;L~as células en PRS libre de -

, ..... 

·':.,:.·.'.>-:::,' 

Gu+? y Mg+? son mantenidas po1·<2oXmin a 3, 5, 10, 15 y 2011c, bajo · .... 

noi t1,\cii5n cont:f.nua. Las caja~ F1~t~~ se observan pertf.1dicnmente al 
. ·; .:>·:·.~. t ' 

m:ir:coscoplo, r~in:lstrando ,el porcentaje de células despegadas. · 

.. 



C:. ."iCP/\li.:\ClOM DE SUBPOílU\CIONf.fJ DE 1111.1\CROFl\GOS POR GA/\OIENTE DE DEN ':-, ·-.. --: .' ->·:, ;~· :.'·· -
_:_~,-;._,_-L;~------:> 

_:·~··. _:,.". . . -- - -~ -~ _--~:.,-· -- - -- ; ; -

I'< n" n '""''l 'l n .del Grod;e3tlF~~~c,~ntfd~ói (¡f); ~~~p,;~;~¿ i6r ¡!• 1 as 

l" l ;:•[¡ 
l.Ul 
·¡ .lDD: 

1.IJ!V\ 
l.[\'/() . 

l.rl~i'J 

1. 030 

Líl17 

60 
~jQ 

40 . 

30 

~~º 
10 

..-................. _______ ·-·-------
>'. :1r:ilL;;::L:'•n rd n. 5'}'.i de NaCl 

+ (.;;;dido ti ''.0'-1C 

10 
to 
10 
10 
10 
10 
10 . 
ío 
·10. 

.. ~:~/:.\".:e -~-,· 
·.--.' ·--

... ;10,r ··~ 
/'lb'· -·.· 

. )~b' .· 
30' 
-4fr··· 
5ÍJ .. : 
6ci 

... ?O 
80 

+n~pICE DE 

• •· JlEFRACCION 

1.3525 
1.3505 
1.3485 
l.3llGO 
l ,3lt44 

+.3425 
1.3408 
1.3388 
1,3367 

Ci. u¡·ndin11to es prepar(-\do en tubos Corex do 15 ml, adicj.onan-

c!o 1 m1 ck, cnrfo solución comün:t.úndo con la más donsa (90~.{, de Per-

cul1) t::>:t'.;!pto lu solución del 10~~' que es adicionadi::1 en proporci6n 

c1.1pl:i.t::í:ld<'.1 ·y fm lf.l cuol se sunprmden. las células. El grndiente así 

p1>r~íh'11:nck1 · oo r:entrifuun a 500 ff durante ?O min on una centrífuga -
- --, -~-'" ~- - - '- ~- . :; '- ' - '· 

EJnckrnnn mrnfrllo TJ-6 c.on roti::fr Ti\-10. 

llnculücc:I.611 d~ lds:f:JánCl~!i; éde:Gólulas. Lns sub poblaciones en -

l¡1 .í nb~rfusn do .las clif~~~ntes :densidades son obtenidE1s utilizando 
, '.,.,_ .. , 

1mr1 111:to1·oriirinta de D. 5 ml, dllt1í~as en PBS y centrifugndos a 500 g. 

FJ ::1ob!'nnnclon1.~L1 es desechaclo y el rosto rHsuspendido nuevamente en 

10 rnl rln rirm y ~:;o contrifugc1 • t;odo osto qon el objeto de eliminar 

"'-

·-

. ,,.. 



t:!l fierc:o1L LE> c6lulus son ü1ontificadas en una tinci6n., y el ras 

tr; uinnl:flniclw:; En cultivo. 
' . ···;·:.<· \ 

preparaci6n de este 

urrii:linntn, !:>U r:olocnn en un tu!Jo Cor-ex de 15 ml, 10 ml de soluci6n 

J~;ob5nico .:k fl¡;rr.oJ.l nl 40'j.i y sr:1 centrifuga a 31 300 g durante 20 

nií.ri '" ~1°l;, en una ceintrífuao neckm1:m J-21 con rotor de ángulo fijo --

tipo .J1\-<\l. El nradiente cont:Lnuo se fonna espontáneamente a estas 

~¡1·;.v.1d11tk!> en virtud de_ que ol Percoll está compuesto de partícu-. 

L1:::. do· diórr11:;tr::i variab_le, obt:Hleciendo a la ley de Stock. Las célu

la:; cfr1 1o inl:ed'nsn 40-50}b d01 Percoll son resuspondidas en 2 ml de 

Pn~;, s1?. .. colncan sobra el grE:diente preformndo y se centrifugan a -

FiOO a dur.·,nt1.'l 1 S min ( centrifurJu. Bt~ckman T J-6 can rotar TA-10). -

Lns bnndni~ ~mn recolectadas. y trntadns corno en el caso del gradie!? 

te dim::ontimw. 

Cnrc1ctel'._'iz:aci6n de. las ~)ubpoblaciones. Las células de las di~ 

tinl:<:isc t!nndn's .son caracterizadas cito16gicemente mediante prapara

c:Lo11~1!3 tr~ñtdas y funcionalmente por medio de sus receptores Fe, ca 

pHc_:Ldnd fnr;oc:(t:i.ca y secrecit1in de lisozima al medio. 

Fn!)oc:itosis. Las célulcm de cada una de las bandas son incuba 

ci¡:;!3 ( prr~via elirninaci6n del Parcoll con PBS) a 3?°C en modio fres

co clurnn+:t~ 1\8 hrs. El medio os recuperado y centrifugado a 500 g -

pur 3 ndn 11aro t!liminar restos de células y· mantenido o -20°C para 

cuw1l:ifter1c:L(111 da lisozima. Los células son incubadas nuevamente -

en ;ílt:idiu fr·osco contaniendo nsferas de latex de l. 09 _,u de diámetro 

en unn cuncnnt1·nci6n de 1 X id3 esferos/ml durante 1 hr. rosterio! 

lfltltl\:t? fiJ¡,;f¡¡15 DÓlulas son laVéldOS Con POS para eliminar las 13Sferas 

U- -- ~t 

.']ú 
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l'!J5idun1B~i v y tuñidDs pora dc::terminar el porcentaje de células fa-

nr,cf ticn!~ eon la ayuda del m:leroscopio. 

Li :sozfoia. La cuantificar:::i.6n de la lisozima se realiza por es

poetrofotomntría (Pye Lhicam r.:;r-B, de doble haz). La absorbencia - · 

ne rt'>Qistrmia, y el decremento de la turbidoz da la mezcla de_ reac 

n:i,é.ín (mGttl.Ü concltcionado y Mic:a--ococcus lysodeikticus) se sigue a -· ...... ~-... __... _____ _ 
G:'.JfJ r:m rltff'flilte los primeros :J 1n i.n y carnp!lrada con un estándar de 

l:l.~mz:inw. 

Pt;1~ff t11Cldi:r la lisozimo tlu1. medio condicionado { soluci6n pro--

bl ernri}., Ub ner.:mrnrio mezclar c:11 la celda d11l osnectrof"otometro o. 5 

ml do soluc16n de cloruro de godio 0.3 M con 1.5 ml de suspensión 

di:1 1r.r:;mbrrimH; dll Micrococcu~ 1:21.i~:Jec.ti~ ( preparedo como se indice 

er. el J\péntflc:.6 VI). A dicha rmncla se le adiciona entonces l. O ml 

do modio. cr:indicjonada homogeniu111do rápidamente para tomar la lec-

tura. 

ílacr!r•Lm·es Fe. La cuanti.f:lGuci6n de los receptores Fe de las 

subpo!Jl¡;¡ciories ~,e realiza med.í.onte la fo:rmaci6n de rosetas. Prime

ro ~ie propm~n una soluci6n dEs IgG (Cordis Lab., Miami, Fla.) en -

PO::; (1:1~50 v/v). Para la forme.ción de eritrocitos recubiertos con .. 
nnticuer-rw (i::r~) t un volúmen de osta soluci6n se mezcla con un volú 

· rnen :l.rJut.tl clP. susnensi6n de erlt:roci tos dr:J carnero al 51/.i en PBS 

(v/v) y He incuban en baño msrfr1 a 37°C durante 30 min. Los EA son 

,, 

lavHclos trr~n vec as can P8S y nevados a una concentraci6n de 108 /ml -

on Pf'.15. /\ntes de su uso, los r'..r'i imn sometidos a un ensayo pl!lra ob-

servar su v1abilidad y qua no nx.lsta aglutinación. Las células de 

cwfo bandt1, mantenidos en cul ttvo durante 24 hrs son lavadeis con -

<1? 



rn::; t:r fncubudno nuavomento con 1 ml EA/caja a 3?°C durante 30 min •. 

Trmn;;cui-rülo neto tiempo, se 1 avan tres veces Con· PSS para eliminar 

los nri b·oc:l tos l"Bsiduoles. SB tiñen y .se eval.ua el porcentaje de 

roDet:.'~s con el 111:Lcrosr:onio co111riunsto. 

llF3 

::. ... 



VII~ RESULTADOS 

Du1 1;;lw110 ·mCJdo que la matndolog:ía f'u6 subdividida en los apar-

tudoi.; /~ ,B ·y G ~ lns resultados son esí mirnno expresados. 

A;, Lab Pl"Oducciones de c1"Hulas de exudados poritoneales de ra

tón n 11.rn muib:n días da la :i.ny<:1Gci~n, f'ueron en promedio de ---

35 X 106 cfüul <~!~ ( Graf. 1), d~ 1ns cuales aproximadamente el ?0% 

5\)(1 111acr.:ii'u!Jó!::, 20cy.'i son linfocitos y lOY, granulocitos. En ratones 

no astimulüdos t":a encontr6 unu poblaci6ri de 4. 5 X 106 c~lulas en la 

ca\/idad poritrJnt-:;ül, de las cuales aproximadamente el 95of., son granu

loci:tof:1, ül 4~:!, E';nn linf'ocitos y ol porcentaje de mt:icrofagos es muy 

bajo (menos del~) (Tabla 1). 

En lo Gnffica 1, sa observa el incremento de la poblacit5n de 

c6luJ.aa do lo r:nvidad peritormo:t :r8specto al tiempo cuando los ani-

1112.lo~) 5t:H·1 t:H1ti111u'.l.ados. Da los 4. ~i X 106 que normalmente se encuen-

-t:1•eu'1, m1c:knde hasta 3?. 5 X 106 c~lulas a los ocho días. El incre

m1:mto du l.c.:s e.álulas en la cavidod tiene luaar en dos etapas, la 

pi'.Í.l.li)rti qu.~ ~10 inicia a los 5·7 m:l.nutos, roatstrandosa un máximo de 

lu X lOÍ:i calulw..1 a las cuatro hcwos de inyectado el irritante, epa! 

tir do t:wto 1oorn(:nto y hasta lm1 192 horas se regintra una disminu-

ci<in c~n t'l1 incremento de c~lu1 t>s por unidarJ de tiempo respecto a le 

primor t=d:: e>pa. 

Le Gr,·if':lc1;1 2 representa lfl respuesta coiular con respecto al -

tiempo dE:~1puúti de la estimulm:Jl~n de los animales. Puede observarse 

on p:dmsr J.u¡Jtrr·-qua la poblnr.::U)n nonnal de J.eucoci tos de la cavidad 

perltonenl nstd mayormonto I'f:i!WE.lsentada por los granulocitoa ( apro

~t:inmdanmnLo el 9r:1'¡1u do la poblot:16n nonnal). En segundo lugar, que -

" 
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Ew1 un princi¡üo ln manifestación ele la respuesta celular asooiada 

" los monor::L tos ~>8 dote.eta después do las 8 horas posterior a la 

:lnyc:cc:í.ón du1 :í.r·r.i.tente. El aurnnnto poblncional de estas c~lulas 

c:s rn<ponnnc"i.nl rlurante los dos primeros días. Este incremento en 

ol rorccn l:nju cki lr!P.Crófa9os es concomitante al decremento en el~ -

po:ccnnt.oje dr3 (Jl'f.tnulocitos. En tercer lugar, cabo mencionar ·que a 

los dos dfr;h r10 reryistra un incrr~mento de linfocitos en la cavi--

t.:lncl pr::r'.i tonnnl 1 11llquiriendo su ·móximo a los cuatro días. Por úl t,! 

rno H mod:Ldr-.1 t¡ue numenta el númoro de· linfocitos mó.s macr6fagos, -

ol nún:raro do grnnulocitos dism:tnuyó tal que el aumento es expone!:!_ 

cial. 

. ~::n ln Grt~fica 3 se observfi la relación entre-l'.ff-nu-rrlera de cé 

lulDs de~ lo c~vidnd peritoneal de rat6n cultivadas por caja (su-

perficie el.ti ?íll.O mm?) y el númera de estas que se adhieren. Las 

trc~s curvn!3 cor-responden· a cfüulas 11rovenientes de diferentes tiem 

pm:; (3, 4 .Y !:l 'dfos-} despü6s d(3 pt\1vacada la reacci~n en el rat6n. 

~:;E~ abnt.Wü qué al tüal"'to. día después de estimulc1do el rat6n -

se r~neuentrc. lEl rnnjor rE!iaci6n ontre las va!'i13b~es aquí estudiadas 
. . . . ...... · . . ··. . . ·.·. · ..... < ; /. \ ;· . G 

;::!:itn rolr.1ci6n se mantiene hoste~ cuando· son c:ül:tivodos 16 X 10 en 

- . . G .. •·. ·•···.··· •·· .• · ... ··• drmclB sn acllderen. 3. '7 X 10 c~lulas, pero por la elevada densidad 

poblúcionnl, ~;o vc1 perjudicado el e>':t~r1d:i.miento de las mismas. ;__ 

Guancio ·no cul tivri1i 8 X uJ6 .c61ulas se encuentra unn cantidad sa--
(3 

t:L~ifor:·tor·in (1. 8 X 10 células nclheridas/caja), puesto qua el ex-

t<.md:Lra!EJnto Sfl vo _favorecido y lo caja Petri se encuentro sntura= 

do. Pnr dabaJo da esta conceritroc:ión se observo un mejor extendi

rn:Li:1ntn 
1 

pi;iro oxiste al inconvr:ird.onl;e del bajo rorcentoje de célu-

U'~ _, -~' 

sn 

. . 



l1esrués do ;:i.:¡ horas de incu.bnción, la existencia de célula.s -

c:un r:upr¡c:i.tlílrl adhorontn on el !:iobranadante fuó determinada por cu,!. 

tivo dr::.i 1n ra.1sp1:::mGi6n en nuevas cajas, y caracterizadas mediante -

rn-·Bp:u-·nc:Lorn~:3 Em c:ltocentrífugn. Se registro la presencia de .macr6 - '· 6 ' 
fagos. cm su:J¡'Jlmr.; :i.<:ín a partir dr~ la concontrnci6n de 8 X 10 c~lu--

lm3·, i"'r:J¡íroc.urrt::·1rJo.s~ por un . ff,.(1, para 1.as concentraciones de 16 X 10
6 

G 
fui} de=: l!J/, y poro 32 X 10 · de ll0/1 del total-

!.:n ln c·cáf:tcn 4 aparece rBprl:issntado la variación del número 

de célulrn::; dn cm:Ju linaje .do leucocitos que se encontraron presen

tns nn lu cwJic!rd peritoneal.. Bn observa que ln población granulo

c:ítiCét c:is le. prir.1et'n que. tiene un incremento en respuesta al antí- · 

ui:ino, ndqu:i.d.oncla un móximo a 1Bsl6 horas,da 21.12 X 10
6 

c6lulas, 

p~irioc!o n portir clel cual, empinznn cÍ declinar estos y n aumentar 
6 

lm.; mnc·cófouoo ,· observandose que f.1. las 9G horas hay 25.6 X 10 ma-
G 

crófqín;3, rn:L::ntrn::; que solo 2~ B )\ 10 granulocitos. En cuanto a la 

Gn'if:i.cn dn. lo~~ J.:i.nfocitos, su mtíxtino se observa a los 4 días con -
6 6 

npro:<:l111Dclmi1onto G .es ;< 10 · bajando ppsteriormente a 3. ?G X 10 a 

los ).[-)~:· hm'ns, t:i. nmpo en .. el cunl lps grnnuloc~~9s no,,están pres~n-
. - ·_:, ;.)~:-,. 

t8!1 :·.·,-·J ; \.::.1f:J-~:/,·~,_,., ,º~'.~:.:.l}·~---. 

'- •. ·' ~~<-. ~· ·- - ! ·~,·:_·.:_'- -:~ i.·-~·· -- . -. __ . -~-·-·-····- __ ·. __ .: ____ .·_:~.--:.~_:_-~~-i.'. ___ -~-~~-:---~~_2.·_·-~_- .. _··.·.~ ·: ·--::··_.:.5·•""'.;. --··e-:- ,-o=.=·;,:;-';:o-.;-;,.:·- - -

11~ de observac:l.bñciis\.directas'~e'vicf que en su gran -
. • . -. ',· ; - ," - ... ,, ' .• - ';· .. - ·.:·. 'I' -:-- ~ ~ -.,; "-;· .• ·: •• '· ·;., . '. ·;- • ·::·· ~·· '. ' 

n!aym~ín i~s t;atamil3ntos dd~~ tbJ!~~!;l~-~t~~id~h~eriJn bajos rendimien--

'·" 

tos cln c61uins sopnrodas el~{ ~usf~d~ci, sin embargo las célu;tas ad- -

qUirioron t1nn rnorfülogía redondor~dtl, obsr:;irvandose inhibición del 

oxl:r.mclirn:l.rmto. Este· efecto pbrdúl:'o 60 minutos tiempo despu~s del -

cuol '.l.n~1 c:Mulns nclquieren .·su morfología y estructura iniciales n~ 

ro r:iurnnntn i::l nratló ele vacuoliznci.6n y de extendimiento. Estos .. e€!-

·~ 



lLúns qtin r¡undnrnn nfectaclas puüs perdieron su \/it:\bilidad. Esta 
·. .- - - ,'.· ~, . ~·-· -,. 

- ' ~ 

nnz irnt i on concnntrncionP..s do l. rng 6 menos por mil,il:Ltro,· SBP!=it'ª 

urn't muy f·j;:1,b cnntided drJ c6lulru:; las que piorá~n~sú '.0:t~tf:i.ti~~d 
;.'.·r-: 

nurn:; no .se: uril1irieron n lns cnjns de cúltivo. B.J. s,S,r 'il36ü1t:i\/Eidap .· 
,_ .. :.·~.·_'.'.... .:~: ~~·:-:~:: _,·, '·'""' 

y po~;-l:nrfonnc!ntu so dosi.ntegrcJn antes de ~4m;?~~~-'fd~~~R~~;~~~,~~~~}-L 
trcrl:rnnicmb:1. •· T.';:( ·~ :Y·:;>. ;{/( 

En r·c:n51,11rlf3n,. el efGcito cal1sr:tdo pó~· '.~S~(l~·;~d~l~~-~?~~~~ª~~Ígfca -
on los rnrn~n)Yagns: ~6.}J6 .. !5fdnifi6~t~\Jd~; ef1;·~~~~ti{'e1\~1J'~ ·~'.d/penni
tió lu nopi"n•nctt5n -d~." J.i;í!;. c~ÍÚ:rán d~l 5ustr~~9/ , ..... ' ". 

Ge .p1"obd tárnbit.m la cápaciclad de la cólchiCina para separar 
. . 

r.n Fonnn. vtnbla n las c6lula's rJBl sustrato. Se encontr6 que la e_! 

totmdcid<1cl c:le 6stu indíctl qun a una concentración d.e 5 )Jmol/cajn 
. . +.¡. .¡..¡. I 

on P[1.:; l:i.bni 1Ju Ca · y Mg a 37°G, causa un 15';10 de muerte celu--

lor. en unn horn, 2sf,1 en · 4 hora~> y l107'o 6 más a las 24 horas de ex

poslc ión n c~;te nlcaloide~ En virtud de que la muerte celular se 

ve incrrnnnnt¡;icle. con el tiempo de exposici6n, se decidi6 utiliz.ar 

lan cálu.lrn; en -las cuatro primc~roas horas del trc-i.ternienta. 

t:uan~lo la. concentre.ción clt:i calchicina f~é ele 2").lmol/caja, se 

rnrrist:có uno murn1te celular de un 20·~ de la población total de me. 
. . . . . 

c:r·7il'•.01u1.í~i. nu•·HH.1o el tiempo de e'xposición .l'ls dn 4 horas ·a 37°C • 

. En . Lin b•atamiento qua. c~ns:i.sti6 en adicionar simul tó'.nearnente - .. - ------- ---·· -'. ,- - , __ ----·------. -- . . 

a J.no cl'l'.Í.ulm:i S )..lmol/caja ae colchicina y 1 n'lfJ de tripsina ·en PBS 
.. . ++. ·.· ++•, ..•• ·· .. ·' ... 

libre do Cn y tAg · y cult.ivondo en cajas de plástico, se encon-

tr6 que n 3? 0~ oxiste muerte celú~ar con o sin ogitaci6n mec6nica . 

( u;:mndo un bBíío 1\rnerican Opticc1J. Go., Scientific Instrument Oivi-
. . . . . : 

s'.l.on U.~·;. :1 ~), cncontranclo mayr.u· separaci6n y proporcfonalmente m!:! 

'·' 

"'- . ..- --· 
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ycrr· m1Jcrtn co.lulnr cuondo lélS G61ulas fueron agitadas. ·Este mismo 

l:n;t;1r.1ir:nto c:f'nctundo n ~.'?ºC produce rnuy baja separ:oci6n de las -

c1'J1ul.nt:; )' :::e me;jorr:t cuo.nclo os ncomnañodo con agitnci6n suave con 

p:i.pnl:n, pm'o no ne obtiunen buenos ronultados en la viabilidad de 

ln:; C:tÜUJ.flti, 

IJ~~nndn r.nJa~> de plástico nacionales (ou·ran!1o \/eln} y cultivan 

do l un eL~1 ul ns on 
++ ++ POS sin Ca y Mg a 37°•: , se observ6 que se ' 

fnciJitntiu ln ncpnracian celular al resuspencler con agitaci6n SU,!! 

. VC.3 con una pipeta, obtcniendoGE! en este caso buenos resultados do 

vL1l::d.lidm!.. esto condujo a intontar lo fraccionaci6n de las cfüu-

lnu npt'oV8chnnclo su rapidez pnrct adherirsa a la superficie cuando 

!:>01'1 pLICl!:l'l:OrJ en CtlltiVO ~ haciendo Separaoiones de aqu~llas que SS 

ndlünt·lm a üm :.::'. horas, 2. 5 horas, 3 horas y. 24 horas, fracciona!]_ 

dolrw tkJ nstn forma en 4 grupoB • .'\ nuestro· juicio rnediante cnrac

tor:i.:':ación rnÓrfologicia resulturCJn ser grupos viables pero hetera-

nt:fnens yn quf'.i nn presentaban nn todos los cultivos cantidad de cé 

1ul:'1::i (113 fc;rwa o:;ftfrico, de fnnnn fusiforme y div.ersos tipos de -

ploarani 12r1to. 

/1rn1lounmcnh? se hizo uno ~mpnración celular durrmte una exnE! 
-sic:L6n en _colch:icina (5 urnal/cojn) ele 90 min'utos. Se obtuvieron -

tren froccionaoiones (una cada 30 minutos). de los macrdfagos y en 

c;Jda unn <fo ollr:rn al sar :resf!mbrodas encontr817los diferentes gra--
. . 

dos do óxter1d:i.1ntento y_yeic1Jol:i.z;,1ci6n, · adem{1s de una aran perdida 

de· v:labil:i.dad t-1ias· 24 ,horas. neisul tados anñlo!Jos so encontraron 

en. r:Jl tl'í\l:nmiento con~ccílchicj.na · (l.15 horas), seguido de un tra

trnnJnnto eón 1 :mrJ de ~rlpsíno/cn.ja dur.:mtr:i 45 minutos. 

,_-,. 

.... 

..... 



Lnn c1"ílu1rw tratadas con concentraciones v~:riables de prote~ 

GCi (rl:i.[Jmn Cllt::lrn:U~nl r:ompnny u. G. /\.,) en PBG libre de. c·a ++ y Mg++ a -

~l? 0 G, .fuüron 011;.,r:irvodas cada 1 !3. rr.:tnutos, enqontrandose qwl la enzi 

111a nfnctn :t.n vinbiJ.iclnd dn J.o~:; c6lulas n partir qe una concentra-... 
-4 . . 

c:Lón clr-i líl , ·b:ird.endo la máx:lmn muerte celular (10~(1) a los 30' mi;,.; 

nutos rle nxpo:ücir'.in • .:\ los 60 ndnutos dG incubaci6n las células -.:·-

nrlhn:ridtis u.'<perimentan una recuperaci6n rápldn,. manifest.ada por. un 

f'lXtrmcl:í.mifmto activo, lo que parr-~ce indicar una pérdida de activi

cl¡¡cJ por pnrto d13 esta enz·ima; o::otos resultados concuerdan con los 

ro¡1ortndo~ por nnbinovi tch y Qe.stefano (1973). A las concent:racio-
-·5 -6. 

nes cio 10 y lCJ , 1a enzima ~1010 tiene efectos sobra el extendi-

-----·-

rnianto, por lo. que lns células adquieren. forma redondeada. Después ·-

do un trntAn1iGn to de 2.15 horas,. ·todns' las c~lula·s ·fueron cultiva-
; . ~ .. ' 

clns,. prev:la 1.'llimj.naci6n de la proteasa por .lavado con PGR normal. 

En 8!'3tos cosos sn obsevó que 1;1 las 24 h~ras, las c6lulas estaban -

seiaun nuostro r::r:l.terio viables. 
- -·--;--é· 

. ++ ++ . . . . . ; / ';,!' / •. . · ... ·'· 
roro ·sur tÜ 1; El y el. Mg c11tiones ·imJ)lica,dos. en la adheren--

cin y oxtnnciirn:Lento ele 

1D7~3} un prc1cecf:i.111iento 

de- os tos cntionos. 

,>;~:: , .. - " ·, ;;: \..i,:.;--:· 

los níacróFaqos CAr-i9!t1~''1,i~q~/y pe stefano, -

alternativo. fu~; ~J.QJ~s·:JE~;;:{o~~ en PBS libre 
:-·.;:;,:;, ,. ···'··: 

' ;) ,;, ; . 

'. -, " 

HJ76) fu~ ernphmda psr·a sepal"ar··a.·1os macr6fflgos adheridos a cajas 

Petri dG vicirin y plásti~o. <Los ~esultados indican Que a una temp~ 

ratura de 4ºG, las cfüulas no i"íJsultan ser afect;c-1clas por el EDTA 

al ser rncul ti vrn.las . in vi tro, r:ln ·tanto que cuando 1 o separaci6n -

Sl~ nfecl:t.w n 27or:; estas resültar6n ser máp sr:mcibles, ya que se -

.rHg:lntr6 un nlevudo grado de muerte celular, n 3?ºG las c6lu1as -
u... - -:.1 
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t't.icr·c.in 1::?xpu~1stm1 nl f.DT A. por uni:l hora, encontrando se bajo estas '"'.

condio:lonos mHy6l'.' rend:l.rniento: d~ células separadas del recipi(Elnte, 
<.(,', 

rin:ro ba:jn .vinhi.l:i.c1ad (nproximadnrnente 10.Y,.). Cuarydo las células son 
:- ·~· 

trutmfüs con 1:1 soluci6n de EDT \ FJ 4ºC, o los 20 minutos se notan 

i::umb:Lo:-~ m1 ~•u morf'olagía llegando a adquirir una forma casi esf.~ri 

cu, sin crnbnrgo, L1 ACCi6n del orr !\ no es capaz de despegar las e~ 

lulas d~3 ln nuparficie del reciptente, y es necesario agitar el m~ 

dio, rnsuspondinndo vigorosamente con p:i.peta.· Las c~nulas pudier6n 
. . 

l'l!~i:Í. f1~1wciónurse r:j incubarse, t;r1contrandose en· este caso una muer:-
. . . . 

to ce1u1ar casi total (más del 901:(,). Se substituy6 la agitaci6n 

cnn p:i.petH pcw ngii:oci6n con el bf..tño de agitaci6n mecánica, sin lo 

orar lfl frncc:i.onac:lón da las células. Gabe agregar que los rendi--

m:i.entos de e~lulns separ~das de J,á superficie 'por estas t~cnicas 

son 
• ·,·~ ~·:.:~··.'..·::-~-~::.-~·'.·:~::~-~--·~·' . '. ·_i, <·:: '. _:~.·;_;~), - . ..·.<· ·. '. -

- , '-.':··;_ ': ... ·.·.-'. 
::··~:'.·>' '" < :. -~_'./ . '' • - ~t-:-~~-::-·_ ; e'.;·";. 

t:omo un i;ni:a;~f¿ ii.'~·:b~~a f'ra¿bÚj~fíf las c~lula~ en subpobla-

c:i.cmes, f\terur1 :l~~~~~das 8~ ~~~ Gin C~-l~·l· Y sin .f;lg++ a diferentes -

tnrn¡in:catúrr.Js rn.eclinnte un recirculador de agua; en tocios los casos 

so ocompní'la corno fu'é clascri to c:1ntc;¡r'iarmente con agi ta.ci6n mecánica 

constnnte·. Gunndo lñ temperaturn fu~ de :?.OºG, las c6lulas no expe-. . 

rim1i!r'l'l:c~ron chmb:tns a los 20 minutos di:? .est~ trahtmiento ¡ a 15ºC el 

60~11 do l~ [iobloci.<:'\n totEtl tenia~ tiri9(.fórma esfEfrica y no es sino 

hm;l:n lo~i HJ 0 ¡: unn soparaci6n~pC:llUl~~i mii:imas ~ue al ser cultiva--

G. Dndo que .los 8~?9~~§i~i$Jg,~9~.,·~:2~Éq:~,~~-~;~~-·~~~arior-mente em---

plonndo lf:t nropioctad d~ ~lt:lha~~rtf:i.t1 ·.ceiG:fdr ;r.)rcibaron no ser 1os .... flde .... 
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GU¡,lr.lOS, tW iclonr6n otros mótodos parn separar a loo macro.fagos en 

rhfc:rrmtl:.is subpnl:ilacionss sobre lrt buse de su dens1.dad, utilizan.:...:. 

do pnra allo unn contrifuaaci6n diferancial. 

fJG hi;!O Wl 1]rodiento dif.iGOi1tínuo de· Percall, diluyendo. este -
con voldmnnns vr.1rinbl8s de A[IU.'1. pero siempre agregando Né!Cl al 

fl.Ctl, fki·rn obtenor una ·soluci6n final dC3 D.85'¡.'J. de NaC'l (Gr6fica 5). 

Ln~~ ct''1uln~:; de exudado · PElri tcmeal al ser centri'fugadas en as

tn J'r'ilcl:ient'o efe Percoll 1 se repartiefbn'. f!m ? bandas 1 designadas 

por los núuieros sucesivos del 1.al ?·a ;;partir· de la superficie del 

tulJo ele C81'1trífur1a (Fotogrofíu 1 ) •. Las células se repartieron en -

lns ·fnterfnses th:i anda densidecl ~ cuyos· índices de refracci6n ca---· 

l":CnspontJnn e : l.:1365 a l.33BS, 1 .• 3385 a 1..3405 1 1.3405 a 1.3425, 

L3425 ¡:¡ l .Jtll!Si 1.34tJ5 1:1<1'.3•105, l.3'1G5 a 1.31.185 y de l.31185 a -

l.3UJG, ri.:n;pactj.vr~mGn-te;. 813 obser\16 que las cu1:1tro primerns bandas 

clcü nradü:nte dii1contínuo consistían casi esclusivarnonte do célu-

lns cf.:1 t:1po mncrofé(IJico (Gráfica 6) 1 Pcir ejemplo lo banda 4 estaba 

íntoqrocln oor el 95'/'.. de macr6fngos y· gc,t, de células no adherentes. 

Estn eum"tf1 banda contenía el Ll9';{, del total de los macrá'fagos del 

HxudndD pnritonenl y el 52·'/l clnl recobrado en el Gradiente. Las 

-
trí'ln ¡wim0rfls rwndAs consiston unicamente de macrtSfagos, mientras 

qua ln banda 5 est6 principalmente compuesta do granulocitos _(80%) 

y contfone solo 20)~ de macr6fn9os. lfl brinda 6. esi:á integrada por 

los granulocitos y por los linfocitos que en este caso representan 

aproximarlmnGntu 111 r:J)~ de las células do ·1a banda. Como ln banda ? 

conr.dstín casi exclusivamente de eritrocitos, no sG incluye cuando 

so hnblu drü núrnr:i.ro totfü de c61ulas. Las células de cada banda -

f'L1ffron cnr•cicteri zndas ci tol6gj,r. arn ente y cuantificadas (T ablB"- 2). 

r.• 

lt- - -~1' 

C"' 
•• ~ 1 

·-· 

-



Sn uncontr6 que la bandn 4 es' lri rnAs pOblrida, por enºcima y·: por da

bnJo ele ln cual lo cantidµd do célÚJ.as de cada>.bandd,r.1:1.sminuye 

nrnclut:ilrr1t:?nte. Pov otra parte so>obsev6 que >el, r;¡;~d,c:i i:J'(;](~a~~oliza

ci15n de J.o~¡ mCTcrófngos cfisminuyi:~ n medida qt.Je. ~D~~,li;~(lf.1 densidad 
.-- ,·"<··, ... :; .. ·.-. - ·- ·. . - .. 

rlnl 111edio t!n ol cual son recupnrndas. 

Dndn qua 1o;3. rnuc·rófagos ·:ion el. tipo de c~fura de nuestro in-
. . . .. -:·· .. ' 

tor·és, lon do ln bemda 5 fueri:Jn r>Urifi~ad~s· ap~vechendo su pro--

riudnd do ncilloroncia, y poder: pos~e~icirmente efectu11r su. caracte

ri2nción funcionnl,. sin irrl::!,3rferencia de otros tipos celulares • 
. :o• 

Dc1nP Yll Ge elijo, de lá'póblhción total de células de la cavi 
' ., ___ -,..;.· ·- , .. -·" 

dacl ¡rn:ritorrnnl 1 r!l .?O~, son md~r6t"'agos. Cuando las c6lulas son ca-

lo1;farJ1,u.1 un el g1"ndiontEl dÍsdar;t:Í.nuó, y centrifugadas, se tiene .;... 

qur~ 1n sllm1;1 total .de los ·porcentajes de mocr6fagos en las distin-
·~ ' . .. - -· -. 
. . . 

to:; bandos Ed soJ.o 'del Gl.73~/,1 la diferencia es debida probable--

monto a L1 pérdi.do. por adherenc:l.l'l ·a las paredes del tubo y por la 

mur~rto cnlulur, nvidenciudo por un gran n6mero de restos celula--

:rcc; crc:toet:udos or·r lns t:Lncionos o qua por su baja densid11d no pe-

nctr·hro'n en el rrcociionte~ 

íla lB cantidnd inicial de c~lulas colocadas en-el gradiente, 

nf: rncupr?rc'S 011rmd.rnn.darnente'. un 00~~ (Gr~fic.a ·?), el 20~~ restante -
. . . . 

correnponi:.Jc n ln suma de los orLtrocitás (banda ?) , células adhe-

!':ldns · nl tub.o Y· restos celuÚ1res·; 

Siondl1 la banda 4 del grmdirnita discontínuo en la que se de

i:1.nnó el ~H1yor m~mero ele macr6f ngos, se decidi6 subdividirle par

rnrntlo cfr::.: un !JI'í'1diente cant:!nuo preformado, prapnrac.!o por ul trace!! 

t:r .. l'füftflC:l.ñn. Ln C8ntrifugación cf:::.i lns céluJ.ns colocados sobra as

to nrnr;l:lnnlici cli.6 lunnr n 3 bnnrlrw bi.cn dof:l.nidos (Fotogrnfin °'2). 



!in r(cup(,rm'on G di.ferentns roaiones c:Jol orodiente (Figura 2) 

GüT'r'i!3ponrlj,rml.;oG a laG trBS hundas y f;t lns tres regiones entre 

ol:t,l:L · Lm: rJr,in~:i:i.dmles ópticnn 1jo estas variaron de l.3355 hasta 
. G .. 

l .'.ld~.3S. D.-; un total efe S~S X 10 eelulas que se centrifuanr6n, 
,.,~; 

(!~). '7['1 X irt' füeron rocurr:iradm; en las 6 regiones obteniendose un 

p01"cr:'.ntc1;jt1 cln rccuperacHin totnl de aproximadamente 90. 5')(1o Las pr2; 

mer·n:: currtro rno:lones de esto nrndiente contenían macr6fngos con 

9fr/, o. ín6s. cJe pu1·o=:;a {Grdfica !1). En .la regi6n 4 se encontr6 el 

'7.1. :-';/¡ del totnJ. ·,fo células recuperadas {con índice do refracción 

de i.:.M3.::J}. [n Ué>to regi6n. eJ. 98~~ de las ct".!lulas san macr6f0gos y 

nJ. rnsfo ~,;on uronulocj.tos y c~J.ulas cebndns (Gráfica 9). La re

rJj.1~ín t1 cifftÁ :í.ntn:1rarln por 20';li dC3 mqcrófagos y el resto de las cé

lulas son urnnulocitos y linfncitos grandes. En lo regi6n 6, con 

foc:!:i.co clc3 :l·nfrücci6n di;? l.3,45~i, .se. encontraron los eritrocitos y 

crn1t:i.dnt1Ds poquciñEts de niacr6fano s (no más · dol 'C,l¡), (T nbln 3). 

LoD rnc1cr1)feuos de cada una· de las bandas del gradiente dis-

con l::i.nuo y c:fl1 la!:J frnccioncrn del contínuo fueron ostudiadas con -

i~or;¡:mcto o su hr:1bilidad para fE1aocitar esferns de latex y capaci

c!ud par·n f'nnnrn" rosetas d~ t~11. (Tabla 4 y 5). Para el gradiente 

d:tscontinuo lof.i cintos cuantitntivas indican que lo habilidad fB!J.!:! 

c:í.tico _du _10!3 111c1or6fagos de lns distintas subpoblnciones se va i,!'.! 

cr·Eununtr:inclc.1 con la densidad Elncontrandose un mñximo en lo banda 3 

con ~1n SS. i.5'.l• cin las c6lulns que presentan dicho propiedad. A par-
. · -

tir ele oE)tn bnncfrt se encuent:ra u.1 desenso gradual hasta la banda 

!5. E:irnj.lur con1portomiento se prosentó para el caso de receptores 

Fe poro E/• un r;i::;té gradiente, Cabe mrmcionar qun ln banda 4 f'u~ 

ovnlunun (p.;H'i'.l estas prOp:ledmk:s) a nnrtir de los resul tndos del .... 
U'-

51} 

.... 



l.r.l'.1 cúlullw obtenidns de 1ns diferentes regiones del gradie_!2 

l:r; Guntínuo pr1:inuntnron un. grru:ln de fagocitosis variablo. En la .. -

r,.:q:Lón l ~:ir: r::ncr.1ntr6 un 381., do c&lulns que fngocitan latex, Este 
1 - • • . ' . 

porcr.mtn:jo aurnnntó en las siguiontea regiones hasta llegar a l:!n -

~.ir}:. c:r1 la c:unrtn regt6n, 11.Jego:diSrrlinuyt'f a.un;45';(ien ·laqÜinta~·r~ 

uión. 

res 

1ntJ1oun~eqtn al e~hÍ.~~~ ·ol. porceritpj~. cié 6~J.G1as ·~en recept~ 
nr1rá Fe; en lUs 'd:lri~Íkt~s rer,r:i.one$ def. ~r~~{ente contínuo se -

. ~ ·- _ .. ~,'--- ' ~-"-:· .. 
-=-- ~ ., _; : -·--'. :·,- ~:~ -: • '.. .- :· 

obs2rv1$ ·un comportarninnto múy similar o.l rap_ortado para fagocito-
. : ..... 

~~ii~. f:Je obtu11ieron 73}~ .de rosntaff·Par~ _la regi6n 1, llegando n un 

JOD'/. en ln rr:o:i.1~in 4 y disminuyendo hasta t'.10~'1 en la regi6n 6 (Grá-

fÍCi'i J3). 

La· intuisidnd de la faHacitosis. así como de la capacidad p~ 

ra formnr l'USHtnclo so evolu6 como baja cuando había menos de 5 es 

fera:1.do J¡:;b-:;x. :i.nqnric:los, o 5 ~!ritrocitos ar.fhoridos y fuerte cuan 

do t:1. n1~1¡1cru erri mnyor (Gráficn 19 y12). Sin embargo se observ6 

que:.: .uir.:Jntrns h:-1b:Í.a rnnyor porcenta,ie ·de. cualquiera de· estas propia 
·.·.•·. -

rrndns ln intensidad de la resriuostí:i Sra·proporcionalmente mayor. 

fln. J.o~; dofl nre1dientes, 1~n el d~sd~ntí~uo se registraron las 

m"lynros ccmcc.mtn:iciones de lJ.:;ozima 1 si~erído las células de la ben 
. . . . -5 

clCT 2. las quo mayor cantidad. sccrntar6n {2.14 X 10 ,....U!=J). se obse;: 

vó quo la!1 frncc:Lones del gradiente continuo secretnron cantidades 

ele lümz:l1JH1 que dismim.1yen con el aumento do lo .densidad de las -

c~J.ul mi, l·Jo na observ6 una rnlaci6n de las cnntidades de lisozima 

sr:DtYitnciu ¡JIJT' lns célul1rn de lns distintos bandos dol grnclients 

rJ1.sc:nntJ.m1n ÍTnb1n 6). 

.... 

... 
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T/\DU\ l. Porcontnje y nL'rnmro cfo c6lulos dB la cavidnd poritoneal 

clG rntrmes con caseihato de sodio. 
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Un g:r·nc.liente discontinuo de Percall con c6lulas 

obtenidns do la cav~dad peritoneal ~B ·ratones esti

mulndns intraneritaneal~ente con caseinato de sodio. 

La colecta de c~lulas se realis~ 4 días despu~s de 

la irritación. La centrifugación da las células a -

Gflll [1 'r8DU1 tó en siote bandl:Hl. 
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MACROFAGOS 

GRANULOCiTOS 

LINFOCITOS 
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No. 

GílAFICA No. 6 PERFIL DE DISTRIBUCION DE LAS CELULAS DE 

LA CAVIDAD PERITONEAL DE RATON DESPUES DE LA -

SEPARACION SOBRE: GRADIENTES DISCONTINUOS DE PERCOLL. 

LOS RESULTADOS SON EXPRESADOS COMO UN PORCEN-

TAJE DEL NUMERO TOTAL DE CELUL:AS EN CADA SUB-

POBLACION. 
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Ti\l:lU\ .. , Oü;t·!':l:bucil'ín c:!o las cr'.!J.ulas en el gradiente discontínuo 

donpu6s de ceni.:rifu\;_¡adw;. Las c6lulas se detuvieron en · 

la~ intnrfasas do las dAnsidndos • 
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L\'.JU', :1. Distr>ibuc:tt5n de lns c6luh1s ·en cJ. gradiente continuo das• 

· pul~n do crJntrifuandas. Lns cl'ÚÚlas da este. gradiente ca-

. rr·:1spanden n la banda /l. del gradiente discontinuo. 

-------------------------------
ílf\NO/\ 

:rucni~¡: rn~. 

n;:::FflACCION 
---·----.. 
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3 

1. ~335U-

1. 335~~ 

:l.~BS5-

1 •. 3illi3 

l.~'.14lfJ...;, 

1.3<'!31 

1.'::1431-
1.31~3:-i 

l. ::1450 

. J. .3t.IS!3 

CELULAS 
( '"') Jl.I 

8.03 

71.30 

il.85 .· 

1.80 

?5 

TIPO DE CELULA MACROFAGO 
Y PORCEt-.'T /\Jt: (11) 

2.32 

~ .:'. . . 

:(~100.J;·"· •' ~ s:?i···· 

Maor6fagos (98) 
Géluias csbudas 

y Linfocitos (2) 

Mr;icr6f~1gos (20) 
L1nfoc1tos y 
Ornnulocitos (BD) 

Macr6fagos (2) 
Eritrocitos {98) 
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n. 

' -

·-

', 

' -



Ti\f1Li\ IL Fc,9oc:ltc1s:i.~ y f'ormncf6n de rosetas por los mncr6fsgos 

. r!r1 1an .distintan br:mclas dol gradiente discontínuo. 

01\f'JD/\ 

•J .. 

o:r •. n'nitJUCTON . . TOT /\L or:.: DISTAiílUCION 
Ui: F !1Gl:X:::ETD:3]}i F"/\11CCJTOSIO DE ROSET /\S 

C N 1/!1 1¡(, ~li 

,¡. 17. o 
o 17~0 

GG .• O, 

+ 20.5 . 

o 22~:0. 

5·f~'s 

+ 00. o· 
.. 

n ~!5.5 

44. 5 

+ 21 . o 
o 24. 5 

54.5. 

+ 25~ o 
íJ 14. o 

34.0 

.44.D 

+ 65,0 
o 18.5 

:.16.5 

+ 
o 

+ 

Bl.O 
~ .. ·10.0. 

9.0 

CJ.j>5.Ó ....... . 
··:. l.P~ o 

·~ i.l;on !:a::i!.we 1 n superf:lc:.i.é cfül•'mdS.r6fúgo •• 

TOTAL 
ROSETAS 

% 

83.5. 

o ~;irJnif'inn rnenOs .do 5 8sferal3.,fagaci tedas 6. menos·. de 5 eritrocitos 

sotirrJ ln 1111:1w1Jr·fma cje.l•~ac'.~ófÚu~. ·.· 

- si[Jnif:lcn quo no hay 'r~s8áoii·1;a de f'agoci tosis y fannación de ro-

notr.is. 
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lc><i cf:L;t:Lrri:n~; :nnd;,•;> cfol .ur1:1d:tenb3 continuo. 

n.i\r lfJ/\ 
TOT /\L ~ ºrWTRIRUCJON TOTAL 

ne F/\Gor-:JTCl8IS Fr'\GCKnTO~JIS DE ROSETAS ROSETAS 

1.i ________ ............ --·-··-----.... ---

2 

r. 
'·' 

' ' ' 

I· 13,5 
o 23.5 

()3.0 

+ 23 .• 0 ' 
o .2á.s 

s4~o; 

.,, 25~5 
'. ··.:>· -

o ... ;~3~0·. 
:31 ~5 

+ 27.5 
o :.J.2.5 

50.0 

+ 15.0 
o :m.o 

55.0 

UG 

38,0 

46.0 

48~·5 

so.o.· 

45.0. 

o ~>9.!5 . 92i0. 
-,c- - -~·-

' ff; 0 

'. 
· +·-.. ··· •·.·9·0··._·x .. i·o: ~·. . -' .. '~ . " 

' • _··,:: .• _C--'-' • 

·º •. '·5tp· ·~··· 

- · ··· s.'o 

+:1cio·~.Ó · ..... . 
o ··mm•· "··ÚÜo~b 

o 5~0 
·\s~B-· 

'10.0 40.0 

+ ~:dgn:i.fic:o ~3 IJ mf:is esferas d1a lntex f'agáci tEl.das .6 5 a más eritra

~:;;ltOfi nobi·r:? ló superfici8 dcil macr6fago ~ 

s~1br1"l ,1a membruna del mncr6far,ro •. 
' . ,-;ti_;_-~-:- .. _:,,. 

tiignificn que no. h~y resplleútn de -fago~Citcíá:Í.'Ei'ty'.f'Ormaci6n de ro-
.···.·.··;.,.,:>·:·· 

setrw. 

· Nf: No se cut1rit1.fic6 por exis.f;ir un !TIUY~ti~jbporcentáje de fagocitos. 
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VIII. DISCU~ION 

Lei técn:Lca empleada parét la obtenci6n da los c6lulas de la 

· cnvtcJncJ pt:rit:oneal inducidtiS 111orliante una roacci6n inf1F.1matoria -

con canr-dnati) do sodio, en ó~;tn trabajo, proporcion6 una mctodolE_ 

gír:t muy Gtil ¡:.mrn la obtenci6n de diferentes leucocitos con poca 

mn.<'.C1rf dn otl'.'os · t:tpos celula:i:"eu) pues durante las primeras horna 

lo ct:iJ 8Cté! cellllar es casi exclusivomant:e de la linea granulocit!_ 

c.:a; üi1 lm1to qui:1 al cuarto dí¿~ da inducción la poblaci6n es sobre 

t:oi:lCl dr>. i'Hooc:ttos mononuclea:ct:is .. La mayoría de los fagocitos mono 

nucl nacos f;an probablamonta dnr·lvados de monoci tos de sangre pari .... 
f'ér-:t.r:HJ qm"'! rt~c1.1mten1ento lle~¡tm a la cavidnd peritoneal durante -

la rn&cción inflamutoria y no de macr6fagos re~;identes, ya que e! 

toa l'tltirnc1n ncn•mnlmente no puGdon .dividirse, esto narantiza una 

1.1ni..i'ormicltH1 <:1n la poblaci6n de células. El aumento detectado en 

la pol:Jleici1S11 d13 células linfo:trles puerle deberse no solo al fen6me 

. no du quird.otmdst sino o la proliferar::itSr"l (Rosonthnl ~ ~ 19?8) 

y rn1H:lu1"nci6n :í.nducidt~ por macrófagos, a_travéz del factor de d:l.fe 

rc,mc:iflcián de t:i.mocitos (TDF) que por Jo m8nD~ in vitr-o induce a 

la maduración funcional de las linfocitos. T (Beller and Unanue 

l':'.177, ílBller ~al 1978)~ Prirn anoyar ósta suposición sería nece

m1rto estud:l.ar si el incremento de linfocitoA on ~ste proceso in-

flnrnato:r:to se dE~be exclusiva11113nta a los linfocitos T. Por otra --

nrH"to, os do :l.tnrmrtancia el hácho de que el porcentaje de macró-

fuaas 1 del totnl qua migra A la cavidad, rresento un aumento de 

t:Lpo exponenc:ial, similor al rmrcontoje de grnnuloci tos que desa

pttri:?ce · {rwáficn 2), lo que SLlfJi8rn lo existencia da un mecanismo 

an ol oruanis1110 que controlu i.nvr1rar:Jmonte la proliferaci6n .d.,_e em 

/] ') .u 



VIII. DISCUSION 

Ul tér.nica empleada partt la obtenci6n da los c~lulas de la 

cavidnd p8citoneal inducidtts 1n0diante una roacci6n inflamatoria 

con Géwoir1abJ d1J sodio, en ó~;h1 trabajo, proporcionó una metodol2 

gia muy {d.:il pnrn la obt0nci611 de diferentes leucocitos con poca 

rno;•cln· de: cil~rofl t:l.pos celula:rnti• pues durante los primeras horns 

lo cn1;;:;ctd r:nlular es casi exclusivamonte de la linea aranulociti . . -
c.:a; un LHnto quE1 al cuarto d:fo de inducción la población es sobre 

t:orJc> dB fattoc:l tos mononuclearos .. La mayoría de los fagocitos mono 

nur.lnc:1rnn f;on probablernoota dnrivados de monocitos de sangre perJ; 

f6r-icr:1 qul'1 r~:c:ti:Jntemente lleqen a la cavidud peritoneal durante -

la t"C<~cci15n inflamatoria y no de macr6fagos residentes 1 ya que e~ 

tos úH::!.rm:rn nr.n·111nlmente no pu(Jden .dividirse, E?sto garantiza una 

w·rtfD:t"ird.d,'íí:J en Jo poblaci6n rln células. El aumento detectado en 

lE1 poLiloc.üSn tlo células linfo:i.des puede deberse no solo al fe'n6mr:i 

. no dr; qui1d.otmds, sino a la proliferación (Rosanthnl ~ ~ 1978) 

y 1n:1dur·~:r~·i.ón :i.r1tlucidu por macn5fagos, a_travéz del f(lctor da cl:l.f'e 

rrini.::ioció11 do timocttos (TDF) Llue por lo mer1os in vitre induce a 

ln mmlurm:i.ón funcional de lus linfocitoe_ T (Beller and Unanue 

· 1~?'7 1 f-)e-ller ~ ~ 19?8) ~ Paru anoyor ésta suposición sería nece

!mr:lo e::itud:l.H:c si el incremento de linfocitos en ~ste proceso in

flwnatrn·1o se dBbe exclusivarnenl;a a los linfocitos T, Por otra -

parte.?, os do :l.mportancia el hócho de que el porcentaje de macró-

·farros, del totul que migra a la cavidad, presenta un aumento de 

tipo exponancial, similar al norcontoje de grnnulocitos que desa

parece· (grdfico 2), lo que suaiere la existencia de un mecanismo 

fffl ol cn·oan'i.~31110 que controla :i.nvr1rsDmente la proliferación .d.,_e am 



ho!> l:ipr::.B cctlulores; onto pui:ü•.i.n ser llevado a cabo por la prote.f. 

nf.t quo :.tnc:Jucn ri la proliferexc:t.<Sn de macráfegas y arenulocitos co-

Por t:';ltimo dado que la poblaci6n final de células (3?.6 X 10
6

} 

<.:in la Gavir.lr.r;l 1n1ritoneal de ·los ratones es mucho mayor que la in! 

ciHl (3.3 X inª), esto indica que un tiempo despu6s de la induc--

.r:::b'in 1 muci'trJ5 de los leucocitos peri toneales que están presentes -

al 1n1;nwni:o dr1 la irrigación han ·sido reemplazados por cólulas que 

rocientemrmto f1cudiaron a lc:1 cavidt~rl, el· arribo de la primera c~

J u] •:1 a ln cnvidud pl':iritonealt:í.sne luo0r a los 57 minutos aproxi-

mnd1.1rnente (Grdf:ica 1). 

Es bibn ~mbido que la mlidu1a 6sea es el sitio de rápida pro-

1 iferacic5n de 1t:1s c8lulas sanauíneas, y que ~stas van ocupando -

disttntos con1pca•timentos en la médula 1 siendo el úl tirno comparti-

OH31'1to dondn s.a nlmacenan las células que reemplazarán a las que -

St3 CJ1···~~1;eni.::, .. 11n l~(l la sanare pGrif'érica en al momento que sea nece--

sm"io. •'.)n~1ún nudstros result1:tdos, el número de cé.lulas que se al-

] ·~t· t' t d 16 X 10
6

, m1"srno qL1e se mocn(1on :::11 EL u.t imo campar 1rncn o es e · 

duplica nor proliferación activa en la mAdulo aproximadamente a 

-J..i.r; 67. 5 horas • 

Al inl~entc:i:c la separación de las células adheridos a las su 

rrnrficios de pll'istico y vidrio con agentes químtcos, estos produ-

,jc:1ron car.ibios nH.1rfol6gicas» con una pérdidn de la adherencia, una 

cJ:larn1nuc::lñn del grado do ext.:~nd'l.miento, acompañada de una abundan 

tE1 mu arto celulur ( rnás del 9íl':~, nn muchos casos), esto sugiere que 

muchm:; c1e las ft.inciones de lélS célula se vieron fuertemente al te-

8(]. 

. -



~·urln:; ul t'm1plum· · nroc8d:i.m:Lcmtnt1 CJue implican la· separcici6n de 

la~ c~lu]n3_ dHl ~ustrato, lo cual puede interpr~tarse~como avicien 

cin clt;, l «1 tr;iporl:rincin de J.n or~_tnn:i.znci.fín intern~ de las miofibri-

1 ld!; nn · lo!I ni.U.r1s de adl1rrnié111 y en l·a organización qsneral de la 

cé J t~L1. IHc:hn urnanizaci6n so vió ndversarnente afeotada por la 

colctücinn rü :i.nt:orferir con o1 citoesqueleto de la célula y por 

. ++ ++ ln itu!::>Gnc:i.n clE? Ca y de Mg en nl medio, y la accilSn complejante 

·del CDT /\ _n1 fon1~nr Gnloces de~ coordinaci6n con estos cationes di-· 

vu1i:~ntos pr8senb1s en 1o céluln. El empleo de enzimas proteolíti-

cas no' rnejora el rendimir::mto dA célulrfs separadas, produciendo se 

soJ.nrn~mfo un i.nr.:remento de vacuolizaci6n en ins células ndheren--. . . 

tes 1_ poi:;Í'11 enmnto como result[ldo d.e la ingasti6n de la enzima por 

Dnrtt,, do los fF1nocitos. Sin embargo, la muerte celular en éste ca 

so f'ué rnás q'13m1rnlizada (más dnl 95cf:¡), lCI cU.<tl puede interpretar

se como dbRos an lci ornanizaci6n interna, ~ausados por la activi- . 
. . . ·' ;·,, 

dnd protcmlíticr.1· do la enzima que al ser ir'lgerida al ter6 el f'un--
.. . 

. . . 
cionnm:h:it11:0 non11nl de la célula, cor:idubiendola El su muerte. 

Cs :i.rnnortnnto señ.alar sin cmbargo·,<que la SSJ1Aración d_e las· 

cólulrn> tiene lunar a medida que se in.cremonta la dosis del agen

te Hr:nr1d.nad9, y paralel!Jmente e ést~-~e11aro.ci6n se presenta el 

orflclc1 de muerte celúlar. . -', 
. ·:,·-· -- ,<·" 

. i.'.:sto PRrm:i.te obtener. la. sidíJi~11te .cónclusi6n: Toda célula -

qu,-:i ne. sr:11Mrn del sustr.ato por los rnét,odos aG]ui descritos tiene -

'·" 

muy nocas probnbilidades de e;obrovivir, pues el proceso do sepo-- .... 

rnc:i.ón. produce nl teraciones il"reversibles en ellas, y por lo tan-

to no es recomr-mdoble utilizar éstas células en fllgún ensayo an--

te~: de ?ll horm1 desnufü; del trr.rtamicnto. 
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E::rt;n intEn:'pretocit5n sst(l npoyad·a por: los resultados de nume

r·o!;é1s t:re:1t;1111fentos realizndo~. on 'est~ trabajo que indican la pEÍr
dicln do Vinbil:l.clad y 10.~1 bejos randimiontas de células separadas. 

!\ difG1•oncia de· cistas m61:oclas. la viabil:i.dod ele las c6lulas -

l"iJCU\)13rnc:lns rlB los qradientes cont.ínuos y discontinuos fué del -

an·.~, y dn1 fl!'i. !5·;', respectivnmenb:i. Estos. al tos porcentajes indican 

ln nf:icinn•::i.n ele~ la técnicn do nepnración celular por gradientes. 

ele~ t.iunffÍ(~11d, 

L:1s células obtenicin5 en cnda densidad presentaron diferente 
~ - ·• : ' :'o·-_·_ 

q:ri:1do dE3 vacuol izaci6n, qua disminuy6 con la cJensicÍád del medio, 

lo que se~ o.x.pl:Lca por el hecho de que· el contenida. acuosa de las 

Vf1c11olos nfl rnr.~, diluido., y po:r tanta, menos denso qu8 ·el ci topla§ 

rno circwncJunt1:i, olterEmdo!'rn la densidad total de la célula, el 
, . ,' '·, 

rnj,smo comportnrniento ele clisminl.lción en ln actividad resnecto a la 

clen~1idmJ fué observado pa:ro lo ,ncti.vic:l~d fagocíticn y para la co

pqc:i.r1ntl rlo formnción do ros!3tm3 EA, pudie,ndose concluir, en gene

rul qun o mnyClr · d.ensir:lad de l'f~ célula menor es su Élctividad fun--

c::i.onnl. 

nm,;pncto n las dos nrooierlades. ant.e'~ ici~'s~ri_t,f.1s,. el· punto 

m'4;dsno cio · nctividHd par~1 ei n1~nrli~?t~.f?b~~t~#§'·\'.~~;_;~,9;~~fyl,~n ia's 

cfüulos r.tr:i la fr·acci611 4, y; P.!:l. 1t1'b'ahd~/3,:~~·a·ri:J.c8:fi~\;ggtlnú~, ambos·· 

con cf P.hflült:1ti de-'J..3435-~ .. , j.·,: ;-.~:~ 
f:ii asoci11mos. qlJe ríliéhtras rrfás 111'3.dUros las macr6fagos menor -

i::rn su dens1.dnd y mayor sü grado-de fngocitosis y formación de ro

sotl'ls El\, entonces la disrninuc:iLín de éstas propiedades funciana-

lrm, en ·los fanocitos de las· bondas menas densas que la ópti.ma en 

l~ildn nrntl:lunte, se podríf1 intnrnretor como que una .gran cantidad ... 
11'- ,- ·--· 

on 

::. ·-



clo n1rm1ln~nm:in cc:;:tkilnres fue intorioriza.da al 'far.marsa las vacuolets . 

riw::i uun:cnl:r:n en -lnó densJd¡;:¡dos>·tnás be1,jas. Es r:iosiblo qua en nuos

tr·o cnso llrn .vilcUolas corresponch1n a rercolJ. fagocitado. 
' . - . 

Lu~• rncultados iridicón fJUB los macrófagos de la cavidad peri 
- _-_, . . . :,,,- -

l:nr,riuJ. dn rutoq1:Er estimuladoo no· estñn formador; por grupos f~~ci.e, 

. nnlmnnts düil:tntiJs, en decir, que. según los indicBdore.s élnaliza-..;; 

dOs m1 Ó!.1tn l:rahnjo (grado de vncuolizociéin, adherenqi~,<int8nsi..; 

rJéld. rfo ln. l"C'J!JpLmsta f'agocítica, receptores ·para. Fe· ./ ~ec~fudi~r1. de 

liso;~f111n} nó E-Jxiste en conjtmto ~1na diferenc:f.~.f~~ci6ri.a1 6u~lita-
- -o'.--- '"- -, ·-·. . 

tivu ontrn los fnr¡oci tos encontrados con diferentes .densidades·, 

sino J¡uc rnás birm, una intensidnd vari~ble ele éstas propieclndas 

~>F!f:tÍn J:a t:/(mrüclod.; Esto es debido 1 .·Él:. que los macr6faqos de la ca

vidad rrnr:Ll:ons."ll probablemente son uría poblnci6n funcionalmente '."' 
-' .--·, .. -, ·-~ -

homOflRíll:J<:!. COll Uri . ConJuritcf dé'prcinie~lades Uni tar'ié.!!3 que las defi- . . 1 

nen y oh cor¡~;f.:Jcw~ncia las :cJ:Lf'er.EinC::ias observadas, serían función 

dol 'qr,r-1clo dn rÍ'1nr!urac:ió~ en. el CJLA:? se encuentren. éstas células. 
' . . . ,.· : . ' ' . 

- -·- - - ----· 
' --· ---- --~ 

~;:l Gor1;rurrunos las técn:icf1s de separ.nción por gradientes de 

clf.ind.tlnd p;·Ji"'D dFJl:.r:irmim1r cual es la mejor, observamos que la· den

!.:>ülud do 1as cólulns ele la bandi'l 4 del qradiente discontí.nuo se -

v:iji 1üturmfa nl centrifugflrse-i posteriormento en el nradionte con

tinuo, r:li'.oduciémJone roqione:1n cie densidad iqunl o rnenor a la del 

c:rróc!f;'irú:c1 d:iáóonl:ínLJo, '1::sto puede dRberse a la mnyor ingesti6n de 

PnrcrJJ.1·)1 r:l 16 f!:ir01ac:í.l'.in de un mayor nC1mero de vacuolas, lo cual 

indico yn s11a qu13 las célulni:; ¡:¡J. estf.lr' activada~ continuan fagoc,! 

tnndn Pnrcnll o que la seriorac:tón. efect(1f.lcf~ .• 6bn<~1 rrrndiF.mte dis-
·-}\' ,: .;~, ·,:'.'., '· 

: ... : .. ~· -:. 
cont;ínuo no h;;1yr.i ·~ido P.ficaz. · > .:;:,·:·<·••· >·~ <·• •· 

i::n co11secuenc:i.a los resultndc:is ~~e~~,rnn que el· grndiente CD!:!, 

8?' 

' ... 

i' 

.. 



i.í.nw1 r::s surinr:Lor pues perm:i.to hncer unn sepnroción de las cólu--

1;:1~1 1;1(1ff fj_nn, yh que ln contrifu~J!ICión del Percoli nl 1.JÓ',:fi Et altas 

vnlncir.l11dnn ~JnnGn'Í espon tílnnornr·!nte un gradiente cuyos índices de 

r-n~"'n:icc:itin 11<m dD:~de l .3J55 on In part13 sunerior clei oradiP.nte, -

hur;t<.1 l.:lC?U r.:!n J.n inferior, rm1qo _P.n el cu.nl· astan contenidos --· 
. ,..:. 

1ri~; \1:ünrcrn rnr.p1cndos en al grnd:innti:i discont.ínuo, nucfo obsf!rvnr

~º'"l 11dornfü> w.10 ·1 n twnclé1 4 d1ü orHd:i!3nte di~contínuo en reálidAd te 

nin Ull 1J.. tJ'{, cln otros tirios Cf!.lulnres .. distintos a ,los macrtSf~gOS 
y nD un !)/, como 

Por ú:ttl.rno rüendo que nl 1rtiliznr' i:·anto lbs contí 

nuos \:ClmO dtscontínuos se obtuvo 1:?11 ambos básos aproximadamente -

ol m1 1
, do· L1!:; c61ulas c:?n la densidad de l.3ll35, ·se puede con si de-

r1:1r qw'? flf.>. {1'.rl:r-1 valor de densidad ,~l que deba de sBr asociado con 

los m;1c1:-6f<J[fos astirnulildos de ln cavidad peritoneal,· aunque no -~ 

lioy qúo nn:cllnr do vista Que en 6ste trab(!Jjo se utiliz6 · caseinato 
. ' - -

rlo ~;c1cJj_n parn. ntraer a los fnnoci tos a dicha ·Óavir.lcid y qlle al 

u~nr::w r.il.:ro .irrj_tf:lnte el· valor aquí encontrAdo pudiese cambiar. 

;;:n. rn~fü1nei1 la literatura r•r;porta que" empleando la propiedad 

r.fc ndl'll'lr.'\'ll'il:l:Ln, se obt:j.enen rendi1nient.os .de lmstn aor.j, de recupern

ci1fi1, olnvnrln pur;.aza (de GO t1 100',l), viabilidad (9&}~) y actividad, 

cJcmostcadn por \/i'U:'ias pruebas. ~;:Ln .embargo .éstas pruebas se renli 
. . - . . ' . -

znn nn tiornpos qu13 013c:Llan e.ntrt3 30 mint.ltos .Y. 2 horas despuéa de 

reaJ.i;'.ndn 1a. i:;oparaci6n. · En nuestro Cas~ las ~epnrociones de las 

c61ulno ndhnridaa en las superficies de las cajas Petri nor los 

cl:i.otinl;m; · l:r·rrtnrn:Lentos m.:Jstra:ron según nuestro criterio un buen 

r-Jsl:i:iclo de vinb:Ll:ldnd 30 minutos después de seporacfas, incrementa!:!_ 

tlo!rn lu munrl:e or:ilulnr a medirln. que trsmmurre eJ. tiempo encoo---
u. 

Of3 
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h':1111lo c¡1.w 11 ln~, 211 hon1~J ol !1nrcentaje de c6lulas viables es muy 

1 • (] ( ,,_I 
iYl,j(1 '~ .)~_J·_O n1nnor), y.no ·os rnc:r.imonclalJlo usorlns rinra algún ern~a.-

y1.1 •"in l;r,:r; el!: cl'lcho _tiempp. 

~:-).1 é;~f~ t-r·nlJa-jo sa encontró qua ln mejor t&cn:f.ca da sepctra~ 

e h'in on por ncnrüontos do. con t::ri fugnción de Pe:rcoJ.l, anrovschando 

ln tnzo clo Gt'3r:U.m1:mtacil'ín difnrr.mcial que presentan las c_6lulas • ..i 

l'Ói:· rnm!:lo dn óff!:n tócnica se nhtiencm al tos porcentajes en l_a- via·-- -

hil:i.d::cl rJn lun c{·luJ.o.s {05. 5·;-'. rwra al r¡radiento cliscontínuo y 981f., -

er, nl cu¡¡ dnuo)' nl tn recup.erncj.Ón (-so y 90. 5;-~ resp~ctivemonte a 
1 oe> 1:.rticfií!ntns nntes· citados) y nrados ·de pureza de 100~.(, on va-

'.:)1:1 em:C>ntrd que por medio do ·1os nradientes de ceritrif.u!Ja'"".:..;.. 

cJ.ónc,(fo.¡itJr·c.:011, en posible hrn;.er in separnci6n do l~s cáiul~s 'd8 

lr:t CEtvÚlud r:writonoal ele ratonas estimulados en fracciones de· dis 

.tintn cJ¡~ns:i.c!ntl r cmlo f'rac.ci6n p1~osenhí una intensidad variable a 

lo ruspw,:i:;t,¡_¡ ¡mrn faoocitar f!!:>feros do latex, en su canacidnd_ pa

r;i fornlilY' !'D!_mte.s EJ\ y secrecü'Ín de lisozimn, esto hace· pensar -

nn q11n lcrn mocr6fsgos rJe la ccividnr.l son una--poblnci6n liomogenea 

~uyn~; dil'ut"i:'nc:L:-1s_ en ln intenf;idud a las· propiedades medidas se 

debe n d:Lc3U.nto qrada dé madurnción o activaci6n. 

r10t' lo tnnto éste trabajo abre las posibiltclade~i·cl~ t:?~~uciio 
.' ; :., ' _'.' ~-!·.~:·;:_ ':'..::.> ·> ·: 

cl:Jl 11.ecnni';rno do ln ~ctivb~:Lérn colular en 6ste ti¡m ,de, cé}Lil.as~' 
-··:.·:.,·. i;-o· i;.."•: 

l:lrnburr:in f!O hn}', que per.der·Cfc "vista que irl v:i.v~ 6~f~~.:~.~p:5ra¡; ··• 
cé1ulnr; rei:::U:io influencias l-ci_c1Úos que :rnfluYen.;~~n',f~~~·ÉP~:c?'~,O-~ali-

19?9) ••-•por· J.~ qu~. es récOrr;ci~dci'tj{~··."~~:~J.i_zar -. 
. ;''<",-

.ésto t'lf,ln '-1':! nstuclir.is con rnracr·61;;;igbs>provenitint'~s' ~'~ at~tintos ór 

sin 

r1w1r:1:'l fuon l:o. 

,_--. 

.. 



GOMPCISJCJON DEL MEDID DE CULTIVO 

E/\GU;: 'fj MODIFICADO 

r:rn.tFUESTO 

1~(11:1 ... anhidro 
¡:·8{ fJÓ1)3.9H?O 

1MJ'){]f\ o.nhidro 
rwf;J 

¡fo¡ i:::.f'04. H~ 
Glur;osa 
llnjn fonol 
L-/UYJinina 1-Cl 

L-C:f.~;tinél 2HGl 

t.~rn.utamina 

:~l ic.Jna 
L-Hi~tidina HCL.H20 
L- l::>ril eucina 
L-IJ::i.:Cina 

L -U !:";i.ne1 HCl 

L-f,lotinn:tnH 

r_-1-: rni:i.l.'ll1m.tnn 
L~~)r1r'.tna · 

L·-T1·eanin1:1 
!_ -·Tript6funo 
L~T J..r1Jsint1 (sal cli!iódica) 
L·-'Jl11 ií1fi 

D·~P<irttotenato de GE.1lcio 
1:liltU:l"CJ · dL=J Colina 

. 1\c:Ldi:. f61ico 
L··Innsi tfJl 
íJ:i.r:ul.inninidn · 

1:i :!xidcixnl 1-r.;1 
r¡i_f)of'l<1vinH 

'T itimina 1-!Cl 

- ....... -·---·--·---·---

mg/lt 

~?.OO. 00 

0.10 
t10D.OO 

97.G? 
61~00.00 

125.00 
4500. 00 

15.00 
134.00 
62.5? 

584.00 
30.00 
42.00 

105.00 
105.00 

· 146.llO 
30.00 
GG.00 
42.00 
95.00 
lG.00 

104. 20 
94¡00 
4.00 
4,00 

4.-oo 
?.20 
4.oo 
4.00 
0,<10 

4.00 

tJut1;tt l:l pH rfn ln ~1nlur.:i.i5n ur:1 ajuEJtri c:.~ ? ~ 2 y ss es .... 

L:r,l·ll1.;!;11 ror m! ;,'. i .-, dt! un fi.l tro Mill iporo dF3 "· 

ri. ?.:? ).1. 

'·" 

";, .~ .. (~ 
': : ~·· -~' 1:,';· 

... 

... 



.\l 'ENrnr:;t. :n 

Cf}ff POSICION DE Ll\ BOLUGTON /\MORTIGU1,DORA DE FOSFATO 

.··(P1:Js) 
, ____ _......_.....__. _________ .... _MI_< _______________ _ 

;. 

Cl•::it·'.L'"O cl8 sodio ( NnCl) 

Glorut'd rle potasio (KCl) 

G'.1.urur·o ch::: CHlcio dlhidrGteido 

(¡··f·l"i . ".1' .. J •'1) 
\ .> 1 ........ 2•.t-.f ·:2\ . 

. Glu1'u" '<'l rJL:: maanasio hexrJl:i:ÚfrHtedo 

(t.'ui:l?. 6H/l) 

Fu:'.:ifuto di blisico de· sdd:to ~dlhidratada 

(l'JCl,}-fl'J[) ,~ 2.H..,O) 
,. (¡ <. 

Fo::Jf.,ilr:J rnu1·1t)básico de potfl8ÍO 

-~-·-~~·-------·----------...,..--------· 

g/lt 

s.oo 
0.20 

0.10 

0.10 

1.1s 

aire 

fk1td: 1:L 111-1 tlu lr·t scilucf6ri so ajunti'1 u ?.2 y se asteriJ.iza 
pc:r mndio de un f'.i~tro f:iil J.ip.oro do o. 22 µ. 

'·"' 
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J\PCNDJCf: Il I 

COf:lPOSIC!ON DEL PBS LIBRE DE ca+2 y Mg+2 

g/lt 
---.--......-_._... .. ...__ _______ ------------------

Clorur·o lle ~wdio ( NaCl) 

C:lorLn"o dt: potasio (KCl) 

Fosfato dib6sico de sodio dihidratado 

(r·iaz1r>o4• 2H2o) 

Fosfato monolJásico de potasio 

(KH2FO¿¡) 

·Fase [Jt.\seosa 

B.03418 

0.24361 

l.?41?3 

. o. 20000 

aire 

~Jota: El pH i:fo la soluci611 Se? ajusta a ?. 2 y se esteriliza por me

dio rJe un filtro Millipore de o. 22 u. 

' -

u.._ -··.-::..• 
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APE'.NOIGE'. IV 

PflOD!JC:rm1 SECAET ADOS POR LOS F'AGor.nos MONONLCLEAAES 

--~-·-·-·---------

ENZIMAS 

U. ~;o:d.ma 
Protaanas nautrRlas 

:\ctt vnr::lor- de plasmin6geno 
l:o l t:tUt:.ílbSl! 

M(f /\BOLITOS REACTIVOS DE OXIGENO 
fJuperóxido 

f'Hróxido de hidrógeno 
nt1dical hidroxilo 
Oxígeno 'Single-t ~ 

Eln!;l:t.1r;n 

f\r1giotu1Hin<->-conval""tasa 
LIPIDOS BIDACT!VOS 
Matabolitos araquidonotos ' .. 

Hidi~tüti"w~, .;íci.de:1~ 

Pn.1Ltlet13El1; 

Lipai-.;u~l 

( dosmd.) Ribanucleasas 
rosfata~il-!G 

81 lJCOfd dfü.JF.l5 

~JLjl fe t n ~ .. n8 
A1·v:i.no8f'1 

G0t.1PON1:Nrt.:8 COMPLEMENTO 

GJ -· C!3· 

Ft:1ctor· 8 
Ft1Ctor D 

Propord:l.n 
Inaeti\/üdOl" G ]b 
lH 

HJHIB!OORFS 0[ ENZIMAS 
InhHjiclm:·r~:J t.fu plasm:tna 

2-Macroglobultna 
PflfffElNMi üC E~JLAGE -T ro11 tif urrln ::i 
Tr•fü1scobetl.1.1111ina II 
Fibrnnocttn.::i 
NlfGLEOS!üOS Y META80LITOS 
Tfarldinn 
Uracilo 
/\cJdo Lírico 
PIHOGENOS ENCJOGENOS 

ProstHglenclina E2 
6-ceto-Prostuglendina Fi 
Trornboxnno 
Leucotrleno 
Acidas hidroxi-eicosatetraenoico 

Factores activadores de plaquetas 
P ACTORES QUTI.I IOT ACTICOS PARA NEUTROF'ILOS 
1:-AGTOílES REGULADORES DE SINTE:SIS DE PAO-

YEINAS POR OTRAS CELULAS 
Hepstocitos 

Arniloide A del suero 
Haptoglobina 

Células de la cubierta sinovial 
Colegooasa 

FACTORES PRO~OTORES OE REPLICACION DE: 
Linfocitos {?actores linfocito-activador) 
Precursoras mieloides (factores colonia-

Precur•sores eri troide8 
Fibr-oblastos 
Microvascularizaci6n 

estimuledores) 

FACTORES INHIBIOORES DE REPLICACION DE: 
Linfocitos 
Células tumorales 
Virus (interferon) 
Listeria mon9cytogenes 

- .. ·--------·-----------------------------
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APENDICE V 

C!\AN:n~rnsrIGN.i DE LOS MATERil'.LES PARA LA ELABOR/\CION DE GRADIENTES 

ílf:NOGíli\FHJ 

VontnJHti: 1~1 t1::i den.sidnd './baje '1iscosidad 1 no es toxico, no produce 

uoregac:i.6n do lns células, es estable, fácilmente obtenible en ámp~ 

lü~ usl::~t·Llos y no es costoso. 

Deüvnnt~u,jns: Alta osmolaridal'l (1 500 mOs) por lo que las células -

C1Jr1trtfuf¡1>1fos e11 Aenograf:l'.n son reducidas en volumen y se incremen

ta su dBns:tdud. 

AL8UIJ1N.f\ 

Vt1irl:nj.:is: Modio de viscosidad bnja qua ofrece un efecto protector a 

las c~lulAs y raduce la agrogaci6n. 

Oe!:;veni:njfü-,: Difícil de prepm'tll', costoso, susceptibJ.o de oontami

ttl':lrso, ~,.,, dc:snnturaliza con l'ola.tiva facilidad. osmolaridad varieble 

ontrn LH'\fl11'1inrnos de la misma L~:>pt:aia y entre especies diferentes. 

Fil:nt.L. 

Vunt:nlfü;: T:cntnndose de un pol:í.mero de sacLU•osa, es estable·, fácil 

dEJ rr.¡:tneJBr y t'o:rintt sol ucioneh el aras• es una mo1 l'1cule. no cargada -

no enlaza 1.ono::; de la solucic)n y por tonto no af'ecta la osmolaridad 

du1 .medio. 

Oe5\1c:iritf.ljns: 1\ltn vincosidad 1 las c~lulas se agregan y su 06moleri

docl EH:! w1rié:ibls. 

STL1CA. COLOIDAL 

Ventfljas: 8ajE1 viscosidRd, bt,jo costó, sus propiedades se conserven 

en lotes difer'ontes. 

Desvt·mtulos: Es t6xico para lm.:i c~lulas. 

"-
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/\PENDICE VI 

MF.:OICION DE LA LISOZIMA 

Propnraci6n de lm.> soli.JÓ~ones A· y 8. 

UOUJC'If1f'J A. ------
3.68 a dt:i fosfato d:f.ficido de sodio monohigratado (NaH2Po4 .H20) 

An IJ(l(j ,,¡} d13 agua bidestiladr1. 

SOLUCION B. __ .__ __ __ 
:J. ?El g de fosfato monoñcido de sodio (Na2HP04 ) en 400 ml de 

t1l:JL1a bidosti lada. 

Solución /\ y 8 se mezcl1:1t1 en la siguiente propo:rci6n: tres V.2, 

H:01e11en df! ¡\_ niás uno de B se agitan y se ajusta el pH de la mezcla 

a un valor de G .. 3, posterior1nenta, os adicionr.1do 33.2 mg (por cada 

l,00 rnl) ·de polvo de Micrococus lisodecticus por cada 100 ml de la 

· mazcl¿ y si:1 dr:?jn reposar dure.rito cuatro horas mínimo a una ter11per!! 

tur·n do ¡¡ur:. 

SOl .. UGJON C. 
~ .. --------
2!:'XJ 1111 da soluc16n de cloruro de sodio 0.3 M. 

PRUEB.~: 

So agregun con pipetas dif'orentes: 

0.5 ml de cloruro de soclto. 

l.5. ml dr.:1 solución de bF1ct13ria~. 

1.0 ml dl3 medio a probm:·. 

Y se leo fül el espoctrofotometro e 540 nanometros una vez ca-
~ 

B.brado ol. nparnto. 
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Fo c1 o o rra tas 
- - -- -------

V;·, -, ., ".·".' nr: 'ir;=¡ on eJ SF).~"Ür~:'.3.o parrafo, en e1 -rcm(Tlon 8 

d :i en: no e!:; !T.i.no hasta 1 o:.~ 1 nº e i,1na srJ::ar-a ~ióri celuJ.ar 
.. ·.·······. o .· - .·.·. ·.·. 

~' é!ol;o ;:l•'•.:::Ll.· ro 0s sjno hGr-;·(;a J.os 10 o cuand.o se óbse.r 

va nnr'. ;::e: nnrsc·i 6n celnl ar·. 
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