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T. RESULEN ~Z_-’ . L

£l arribo de las celulas n 1a cavidad perltoneal de ratonas -

estimuladas con casclnato da sodJD prasenta etapas, una prime-

ria en 1a quo la célula'lalmncenadasven el ultimo compartimento de

la médula osea on 1iveradas entre los 5 min. y las 4 hrs. y una

quunda on lu;querla células qup acudon a la cavidad son resulta-

do de. 10 prol:ferac1én enfla m€du1a dsea prin01palmente. Se encon-

“en al u]timo compartlmento de la -

tré ﬂuv*]as*uélu]nq.“7”m”’“'

, mismo que

¢~aproximadamente de 16 x 10°

!

A _Daﬂlns métodos empleados nura hacer la separacién de los macrﬁ
"fagoa, 105 que 50 basan en la nropiedad de adherencia en qeneral a-
porturdn menos dal 10% dg célulaq viables después de 24 hrs del -
tféfamiento.ﬁ,difefehéia de estns, el método de separacidh nor cen
tfifugnéidn oen grﬂdiéﬁtés de densidad de Percoll permitieron obte—
ner‘norcehtajes e rpcuperacién de 80 a 90.5% con un 85.5 y 98Y% da
v1abjlidad pdra ol qradlante d1srontinuo y continuo respectivamen- -
_te} qtas célulae Fueron dCthﬂS‘Bn la fagocitosis de esferas de -
lutox, en1a7ar er 1trocitos de carnero a su membrann y para secre--— .

i

or 1i Dzima al mvd10.4.57'



~ ITI. INTAODDUGEION

f?Uﬁibféﬁiéﬁé:géﬁefél Ae ia Hemaetologie experimental ha sido co
nocer las interrnlaciones antre los distintos elementos de la san-
gra y dilucjdar el proceso da diferenciacidén dael sistema hematopo-
yético, para poder comprender la naturaleza de los distintos desor
deheé que se prasantan en este sistema, como la anemia apléstica,
policitemla rubra vera y varios tipos de leucemia, asi como com-——

prender las interacciones celulares en el proceso inmunolégico.

o El sistéma hematopoyético-linfoide es una mezcla compleja de
célulaé; que hace dificil la caracterizacidn completa de los divqs
sas tipos colularss que lQAcompmnen, por lo qua surge la necesidad
de crear métodos qué"permitan obtener poblaciones homogéneas, de -

tal forma que bca pos1ble su caracterizacitdn morfoldgica, bloquimi

ca, inmuno]ogica ;

Varios inVBstlgadores recanocsn una heterogeneidad ds tipos -

celulares @nmlag.distintar lineas del sistema hematopoyftico (v.gr.
sSe raconncen dos tipoa de linfucitos y tres de granulocitos) que -
se 1dent1fican nnr sus caracteristicas tanto citolégicas como fun-
01mnales.kPura 2l caso de la linea monocito-macrdéfago, numerosas -
invesfigacioneu han confirmado la existencia de una heterogeneildad
*1unciona] L?s esta heterogeneldad debida a distintos tipos celula
 ?res de 1a linaa monocito~-macraofago , u obedaca a diferentes grados
fndg dearenaiac1ﬁn celular?, § c¢s debida a influencias locales en ~
1u5 qﬁa se oncuontran las células?. Cstas praguntas y otras més sé
,1d 89 puaden resolver si se tienen aislados los diferentss tipos -

Funciionales para poder estudiarlos individualmente.



Ei'prascnte estudio tiene romoﬁfinalidéd\aislar y caracteri--

zay. an dubnubluciones funcionm]mente diatlntas a los macréf agos de

‘ 1a cavidad pprltonpal de ratﬁn, y Forma pnrte del programa genaral
de investigacldn "Produccidn yﬁCaracteri;aQidn de la Proteina Dife
renciadora de Macréfagos y Graﬂuldciﬁos'MGI en Células Mieloides",
que corre a cargo del Dr. Bénny Waiss Stelder y que se desarﬁblla~ —_—

£n el Lahnzatorlo de DiFerencidcidn Célular y Cancer de la ENEP Za

raguza UNMM.
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. ITI. ANTEGEDENTES

“; CuLTIVQfd ?,ELuLAS;Y“fEJIQOS, ”

unlquier Urganismo animal qiﬁegetal no vive aislado del mé—-

.dio ambipntu quico, Y. tipne la:caractaristica de regular su-fisio

logia nolmul ante la presancla de cambios que acontecen a su alre-
‘dgdur,'manteniéndose en do de homeostasis necesario para la

&qurVLvenGia;

Del mismo modo idévtejidos an cultivo guerdan

una relacién eatreuha,conwsu_éntorno fisico, y exigen condiciones
: adecuadas para su debarrollo. Para el cultivo de células y teljidos
ol mejor ambiente o8s aquel quo proporciona las condiciones mas se-
majantes a las ancontradas in vivo, lo que hace necesario contro--
lar los factores del medio que uFeétﬂn a los tejldos, Estos pusden
sar listados como sigue: |

~ Temperatura

- Prasidn osmdética

Concentracidén de hidrég&ndg;

4

- Otros ienes inorgdnicoy -

Matabolitos BSPﬂClalﬂ“~

!

Metabalitos complemenknrlos

Hormonuu

Otros Factores romplﬂnentarlo

-1

Mntrlz an que se desaprollan laé células

‘

Interaccidn entra factores

'3



Denfrorda astos factores, el medio de cultivo cumple con las
Fahciones de proporcionars 1. Lés_coﬁdiciones fisicas de pi4, pre-~-
sién\oamética. iones inorgénicos, afc.; necesarios para la sobrevi
vencia del tejida, y 2. ﬂas sustanciés quimlcas necesaries para el
tejido, y gue no pusde sintatizaripOrysi mismo, como aminodécidas,

carbohidratos, vitaminaé, etc. ;;f ﬁfﬁ‘ -

El cu]tivo de células animales se 1nicid el siglo pasado, con
axparimentos de Wilhalm Houx (1885). al mantener la placa madular
de Lmbrionas de pallo en solucidn salina. Arnold (1887) mantuvo en
cultivo 10uu001t0“ de rana igualmente en solucién salina y siendo

1sta un deio de cultivo muy silmple, las células sdélo sobrevivian
.porns diaa. A partir da antonces, el esfuerzo por crear medios de
cultivo_con mejores cualidades para el cultivo celular se convire—
tié'gnlun prohlema central, siendo Ljunggren en 1898 quién utilizd

flufda ascitico para mantermer por muchos dias piel humana in vitro

y as hmsta~19D7, cuando Ross Harrison describe un medio de cultivo
"reproddbibiery que permite la prolifaracién celular, Este consis—-
tia en un. coéJulo de linfa do la misma especie, en el que cultivd

fragmentoq dal tubo neural de embriones de rana,

Bubruws y Garrel modificuron la técnica de Harrison, el ﬁrimg
ro utilizd cofgulos de plasma en lugar de coAgulos de linfa, y Ca-
_'rbel'aﬁadié axkractos de embridn de pollo logrando mejores resultg
*dﬁs,védamﬁ' da introducir el uso de frascos de cultivo el 1923. Ca
rreal 1agrd cultivar tejido embrionario de corazén de pollo, crean-

do lineas qua fueron mantenidas por 34 afios.

&
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S Por'vu origen, los madids”dé cultivo utilizados para promover
el crecimiento calular pueden JBP clasificados como:

a) Madios Naturales, entr”flbs cuales podemos citar la linfa, plas

- ma, sangra, cnlégeno uerp,;suaro placentario, lfquido amnidti

co, flufdo abcitico, .lgidhvb19ural, humor acuoso y extractos -

da teildo,fﬁw

Qintéticos o Definldos, que podemos agrupar en cuatro ti

upqé' ara‘el cultivo de células de mamifero y ave.

prasencial para la sobrevivencia inmediata; se concreta a

" ‘una solucidn salina balanceada gue proves un control de la —-

presidn osmética, pH, fuente de energfa y ciertos ionas inor-

génicos necasarios.

- Madio esencial para la sobrevivencia prolongada; presenta ade
mds da la snlucién salina balanceada, todos los aminoécidoé -
-agenciales, vitaminas y suero proteico dializado.

- Madio egsencial para sl crescimiento indefinido; a diferencia -
del anterior, el suero no debs ser dializado.

;.Msdio asencial para funciones especializadas; su composicién
esté basada sobre los medios definidos complejos, pero con ~-
ciertos factores conocidos que demanda cada drgeno o tipo ce-

-  lb1ar, asf tenemos entre los mlds conocidos, la vitamina A pa-
f'ﬁaﬂél crecimiento de spitelio ciliado, el cortex adranal sflo

ﬁﬁéabfgviviré en la proximidad de tejido de pituitaria y proba-

"f”bléﬁéth requiera de la hormone adrenocorticotrépica.

:’Log medios obtenidos de fuantes naturaleq prasentan varias --

desventajn 5, an particulaer, su composicién es variable y desconocd

4



da; y es practicamente 1mposibl§;reproducir exactamente las condie.

ciones en otro experimentb;’ﬁbf esta razén y como resultado de los

Vavanvss de la quimlca aparecen los medios definidos, formados en -

prlmer término pmr una3 ezcla de compuestos inorgénicos que forman

an conjuntu una. snlucidn,sallna balanceada, la cual as béqica para

todo medio de cultivo ytcuya funcién es proporcionar ionss inorgé-_
nicou, mantener la ismtunlcidau del medio e impedir los cambios =-
bruqtas da pH- y en sequndo lugar, una mezcla de sustancias orgéni
cas‘conopldas,‘antre las que figuran aminoécidos, vitaminas, azuci
reéi&\gﬁbas éuﬁfancias biolé&gicas activas y que en conjunto sostie

neh 1a:ﬁthiCi5n de las células en cultivo.

f::VariQS‘mediés de cultivo sintético son ahora empleados en el

cUIEiﬂéyaéﬂcﬁlu105 y tejidos, entre los que podemos citar: medio -

—[305 de Fischer et al (1948); medio 199, de Morgan st al (1950);
delO N—BSB de Parker y Hearly (1955); medio NCTC 109, de Evans -
et El;(l954); medio Eagle, de fagle (1955) y medio MB752/1, de Way

mouth.(iQSH);

~“Oérjoé medios de cultivo citados, el mejor ejemplo y que més
Acumple con las exlganciag antes mencionadas para el cultivo 1n vi-
‘tro, es el desarrcllado por Engle en 1955 {ver Apéndice 1), qus --
tjene como base la solucidn salina de Eagle, rojo fanol como indi-
qadqrgdel pH y las sustancias orgénicas que sirven como fuente da
’en?ﬁﬁiq"pafa las cé&lulas. Gin embargo, no ha sido posible, salvo -
‘muyﬁppcéé oxcepciones, mantener lfneas celulares que crezcan en un
kméuio_dufinido, y normalmente as necesario anadir porcentajes va-—-

riables de flufdos bioldgicos, siendo los mds comunes el suero de

(AR



Cabéiibgyﬁa.'suero Fetnl de becprro. De esta Forma se logran me---—

'lscrecimiento indefinido, en los que el cul-

@ por larqus periodos de tlpmpo.

‘lulas que intervienen en la respuasta inmune (Waldron et al 1973,

Hosenthul at al 1973,.Roqenthal et al 1978); analizar los macanis-
mos de control que regulan el crecimiento y diferenciacién de las
.:células en mptazoarios, que incluyen hormonas detectadas in vivo y
tntros chtoras producidos locdlmente, caracterizados in XEEEE (Que
senbarry and Levitt 1979, Hertmann et al 1981), y factores activa-

dores que partiC1pan induciendo la maduracién funcional (Beller et

al 1978)

HEMATOPOYETIGO.

‘fyéh°917hdaﬁfe; muchos ‘tejidos consisten primariamente de célu-
Vlas diFeranciadaa que normalmente muestran poca evidencia de proli
'Feracnén y autorrenovacién. Sin embargo, las células gastrointesti
-’nalgq, piel-y tejido linfoide-hematonoyético continuamente se autg

_§r§ﬁ99V§Q ymasi_proliFeran y diferencfan aextensamente., En realided,

'ah*cada‘fistama, un némero pequefio de células, madre (stem cells) -

'ti3nn.la Ldpnbidﬂd de autorrenovarse y diferenciarse, y las célula

més mmdura& bon dnrlvada" dg estas célules madra.

ll conra: o a‘célula hematopoyétlca 'stem* como la progenito

re dn Prifxmcito ‘laucocitos y plaquetas (1as tres clases de ele-

as

o



mentos Formador es de la qnnqro) ha sidc un principio béisico de la
,hamatcloqia experimental . Aunque aun hay intensos debates, existe
un tlpo da cédlula 'stem' plurlpotencial o varias cflulas 'stem* —-
: unipotancidlms para cada 1fnan uwlular‘(ﬁuassnberry and Levitt, --

1979). Hay evidencias experimentales da la existencia de célules -

unipotenciales en el hombre (Pike and Robinson 1970), y de ambos =

tipos dévqélulas en el ratén (Bradley and Metcalf 196G). Ademds, -
varisstpaténcias,humorales e influencies ambientales locales tame-
,biénfpabﬁcen influenciar la diferenciacién y proliferacidén en el -

'cphbértimehﬁo de la célula madre de la médula.

, El uso de radiaclones para inducir marcas en los cromosomas -
a célulns mudrw individuales y el seguimiento ulterior de la dife
‘renciacién de estas células, permitid concluir que el sistema lin-
| Foidé.y mieloide derivan de una célula madre comin, pues se encon-
trd células diferenciadas en ambos sistemas con cromosomas marca--
| dosr(Edwards et al 1970, Abremson et al 1977), la repoblacidn des -
células hemetonoyéticas y linfopoyéticas tuvo por tanto su origen
gn una sole célula 'stem’ primitiva: la unidad formadora de'colo-—
nias mieloide-linfoide (CFU-L-1)(Curry et al 1967, Abremson et al
 1?77); Esta: cBlula da origen n los progenitores del sistema lin—-
Foideipor On‘lado, y a la unidad formadora de colonias del bazo -~

‘{(c,ru-s) por otro (ver Fig.1). Este tipo de célules de la GFU-§ =—-

ilpor formar nédu1os de cflulas en los 6rganocs linfoi--

"desgd,'fdtones irradiados latuimente) probaron tener naturaleza --

;ciﬁnqi ¢h Fbrma definitiva; por un lado, los nédulos consistieron
“da hélulmé‘eritroides, granuloc{ticas, magaecarioc{ticas y no dife-

ranciadas,‘y en agar semisélido se obtuvieron poblaciones puras o

*

.
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mezcladas a partir de ellas; por dtfd lado, el seguimiento de as--
tas células que contenfan marcéddfés cromos6micos permitid con -—e-=
cluirVQUé 8s una célula‘cap§é dé-producir los tres tipos de célu--
las mieloldes, y que eStaS;é@iulas formadoras de colonias prolife-

ran y se diferencfan extensamente y experimentan autorrenovacifin -

(Beeker et al 1963). Esta caracteristica define a la célula 'stem'

hematopoyética como pluripotencial (Fig. 1). Varios investigadores
reconocen a la CFU-S como la célula progenitora de todas las célu-
las mieloides y elementos linfoides ( wu et al 1967, Wu st al 1968,
Ed@éfdstlQ?D, Nﬁwél1 et al 1970). Esta ha sido un drea de contro--

versia. -

r?fﬁsi. el sistema hematopoyético es convenientemente representa
' do'cbmo una serie de poblaciones gelularés con diferencias en su =
capacidad ds autorrenovarse y deferenciarse en células maduras de

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

ratdn, dichas poblaciones parecen ser una serie concatenada de cé- -

lulas con un grado crecientemante limitado de pluripotencialided -
conforme las cflulas se mueven a través de los compartimentos del

sistema hematopoy&tico (Wintrobae et al 1981). Recientes trabajos -
igdican nque puedes estar implicada una edad de generacidn, en la --
que una célula joven que ha producido pocas generaciones tiene ma-
yor capacidad de renovarse a =1 misma que la que ha producido va=-

rias generaciones (Micklem et al 1975, Rosendaal et al 1976).

L.os mecanlismos homeostéticos que regulan y mantienen la hema—
topoyésis no son bien conocidos, sin embargo, una variedad de maca

nismos reguladores han sido identificados. Estos incluyen hormonas

10
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detoctadas in vivo y fectores producidos localmenta caracterizados

in vitro (Nuesenberry and Lavittle?Q. Hartmann st al 1981), los =

cuales puedon actuer en varios estedos de la diferenciacidén celu-—- -

lar.

’Eh el animnl adulto, la médula ésea es el sitio de continua y
répida producci6n de células sangufneas (hematopoyésis) y exhibe -
un- estado dinémico que balancea la pérdida de las cé&lulas tanto en
Blld uono en la -sangre (Fulop st al 1983). E1 proceso se inicla --
“por un‘estimulo humoral que recibe la célula precursora especiali-
«zada para cada 1inea y que conduce a cambios estructurales, bioqui
'??micos, inmunoléqicos y funcinnales en la célula especializada (di-
‘ferpnciada) Dicho estimulo es por medio de una hormona que actia

"’poblau:én de c8lulas mds diferenciadas que la CFU-S.

’Asobra
*}fLos elampnfos formadores de la sangre en mamiferos se han di-
vidido en cinco series de acuerdo a su origen: la granulocitica, -~
,11nfaciticm, trombocitica, eritrocftica y la monocitica, esto sin

,cnnsiderar a la cflula plasmética.

La serie granulocftica sn &l adulto normal proviene del miselo
blasto, pasando por el promielocito, mielocito, metamielocito y po

limorfonuclear (PMN), distinguiendose tres cleses en la sangre cir

culanta, el neutrdfilo, el baséfilo y el eosindfilo,

La sariae linfocftica tiane la siquiente secuenclia de madura~-

.olén- llnfublasto, prolinfocito y linfocito, de los gue se distin-

: guan el lin?ncito T y @l B, segin hayan recibido su capacitacién -

,Funclonal en ¢l timo o en la bolsa de Fabricio o eguivalente, res-

'pputivammnte.

11
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Le sarie trombocitica se inidia conuelwmegacarioblasto, cbnti
nﬁaqup e1'promegacariocito y culmina con el megacariocito que da

Qrigen‘a las platjuetas.

7 Le seria'eritracitica, que sa rofiere a la secuencia de célu-

las de la eritropoyasis, se inicia con el proeritroblasta, sigues -

conrel eritroblasto, normoblasto, y finaliza con el reticulocito -

o eritrocito.

Finalmenta la serie monocitica (monocito-macréfago) prasenta
los estados de monoblasto, promonocito, monocito y macréfago, que

ée,desbriben g continuacién:

Mﬁnoblasto. Es una pélula gue no tiene motilidad, de 14 a 20
um d@ diémafro, de citoplasma basdfilo o griséceo cuando es tenido
por técnicms convencionales como May-Grlinwald-Giemsa. E1 gran ni--
rcleo, con ligera iﬁdentacién v con cromatina fina y uno o dos nu--
cleolos grandes, La mlcrosconf{a electrdnica revela ret{culo endo--
blésmico rugoso y ribosomas bien desarrolladas, pero un aparato de
Bolgl pequsfioc (Begemann 1974, Wintrobe et al 1981) y con capacidad

" da dividirse.

Promonocito. Es una célula métil de 14 a 18 um de diémetro, =
con gran niicleo indentedo, en =1 que se puade observar un nucleolo
bajo el microscopio compuesto, su cromatina es més fina que la del
monocito; su citoplésma presenta considerable basofilia, grénulos
azurofi{liccs qua no se observen al microscopio compuesto. Aparato
de Golgi Bbien desarrollado, reaccidn peroxidasa positiva en la cis

terna perinuclear, en el reticulo endopldsmico rugeso y eparato de

Golgi. E1 promonocito es fagociticemente activao, pero menos que el

12
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B monacito, y fnana asimiqmo menor contenido de lisosomas, menor ni-

rrmaro de recaptoraf;rcry:msnor adherencia a superficies de vidrio y
‘,plﬁufico uuando 83 cultivado in vitro (Territo end Gline 1977, Win

' traba at al 198])

Monocito.kPresenta en ‘la sangre perifériCa. con un diémetro -
que nscila untrp 14 y- 20 um, con un gran nicleo central de Fu;ma -
1ova1.y algo indentada ﬂnroximdndose a la forma de rindén; citoplas-
‘ ma~azulrgr15 o ezul claro con granulaciones azuréfilas (azul-roji-
z&s), y con grado variable de vacuclizacién. En el nficleo se pre--

gsenta cromatina periférica grenular densa, y los nucleolos no sue-

len ser visibles; tienae un aparato de Golgl bien deserrollado, ===

siempre situado en le indentecidén del nicleo (Wintrobe et al 1981),

Esta c8lule tiene clerte capacidad para dividirse, pero menor que

la del promonocito. Funcionalmente, el monocito puede ser reconoci

do por sus propiedades citoquimices (enzimdticas), su capacidad fa
gocitica, guiniotaxis, y sus propiedades de adherencia y extendi--
mianta. Dentro de las propiedodes citoquimicas>cabe daestacar éu ac
tividad peroxidesa positive en algunos de sus grénulos, actividad
estearasa positiva inaspécffica --pues poseen enzimas que catali--
Zeb_reaccinnes dal tipo R-COOR*' + Ho0 RCOOH + R'OH-~, producen
y contienen lisozimas que pueden secreterla el medio y presentan -
'taacciahas dcido Fosfatasalfuurtemente positivas (Wintrobe et al -
1981).

7 | Mecridfagn, Se trate de 1o misma célule monocf{tice de la san—-
gre p&rifériua, que sea convierte en macréfago cuando entra en los
'tejiuqs;1csta célula.posee cualitetivamente similar activided enzi

Mdtiéhza’la de los monocitos; cuantitativamente y en términos gena

LS

o
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rales, la actividad es mayor en macréfagos que en monocitos pues -

ésta tiende & aumentar con el estado da diferenciacién (Wintrobe -

et al 1981). aunque hay un nimero de factores que participan, y —-

qua - se. detu]]an an. otra scccidn (III D).

c‘]EuﬁblnmﬁsiGENEnALE$joéﬁgdS’“

: Los macrﬁfagos constituyps un grupo diverso de monocitos invo
jlucradus an murhos papalas de 1a inmunidad, tanto especificos, co-
'_mo;noiespeoiFicns. ‘Numerosas invastigaciones han demostrado que la
iihtéréecidn de los macréfagos con los linfocitos es un evento im--
 wp6ftan£a_en la induceidn y reqgulacidn de la respuesta inmuns in ~-

vive éyiﬂﬁvitro (Unanue and Calderon 1975).

Los mncrofagos S0ON necesarios ¢omo mediadores para la activa-
‘biﬁnAantigenauesnepifico de 1ns linfocitos T, asi como para su pro
Vlifebacién (Rosenthal et al 1978) y es claro que el reconocimiento
de antf{genos proteicos solubles por el linfocito T esté usualmente

precedido por un consumo inicial del ent{geno por los macréfagos -

(waldron et al 1973, Basten and Mitchell 1976, Lohmann et al 1982),

La relacidn macréfago-linficito pusde ocurrir dirsctamsnte por in-
_teraccién célulu-célula (Rosenthal ot 8l 1975, Rosenthal et al ——-

19768) o via secrecién del antigeno complejado o productos citofili

cos solubles del macréfago para el linfocito (Rosenthel et el 1975,

Oppenheim and Seeger 1976, Pierce and Kapp 1976, Friedman 1978, Ro

senthal st al 1978, Unanue 1978).

- Se ha‘enfﬂtizado también la importancia del mecréfago en la -

1nmuhnvigiiaﬁcia (Evans and nlexander 1976, Keller 1976, Adems and

a

=,
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Snydarmar 1979); en algunas circunstancias, los macrdfagos y mono-
.citos puedén actuar coma células suprasoras (Stobo 1977, Stout and
Fishar 1983) o como célule accesoria (Klinkert ot al 1982); los ma
- ordfagos activados tienen: la capacidad de destruir células tumora-
lév.jn vitro (Lee and Berry 1977, Aussell et al 1977, Kaplan et sl
71978 Nuthan gt &l 1980). Los macréfagos humenos hen demostrado re
patldaq vecas ser mediadores anticuerpo denendientes de la citoto-
' xicidud calular para vorias células blanco de la sangre (McDonal -

at @l 1975, Norris et al 1979, Marino et al 1981),

 Los macréfagos secreten un producta de 35 000 a 40 000 dalto-
'hé§ qué>indu¢e o la maduracidn funcional de timocitos in vitro, mo
lééula dﬁares llamada Factor Difersnciador de Timocitos (Beller -~
.and Unanue 1977), Este factor actda sobre timocitos inmaduros para
transformarloé a-timocitos maduros induciendoles algunas caracte--

ristices estructurales y funcionales in vitro (Beller et al 1978).

Dtrﬁs Funciones de los wmacréfagos no dirsctamente releciona-—
B do§ g la respuasta inmune son: su importants papel en el metabolig
mo del hierro (Friedman 1978); la habilidad de los macréfagos para
- matar dirsctamente bacterias (actividad bectericida) in vivo e in

vitro, asf como inhabilitar su crecimiento (actividad bacteriosté

tica) (Rowley 19G62).

-Recientamente se le ha dndoa importancia al papel del mscréfa-
rﬁu:como una célula activamente secraetora. A través de sus secrecio
}nns,9 aus receptores, el macréifago participa en complejas interac-
 ¢10@@9 implicando componentes celulares y humorales de las rades —

: inflamgtdrias e inmunolégicas, asi como también sustancias no bien



caracterizadas que puesden mediar o modular el tejido dafiado y repa

rarlo {Unanue and Cerrotini 1970, Gordon et al 1975, Leibovich and
Rons 1975, Davies and Allison 19?6). Dentro de los productos de se
crecidn de los macrdfagos se pueden citar : enzimas, componentes -

dal complemento, proteinas de enlace, factores quimiotécticos, fac

tores promotores de la proliferacién y diferenciacidn de linfoci——

tos, etc. (Nathan EE 51_1980; ver,Apéndice V).

A continuacién s8 da una expllcacidn mAs datallada de lag e

traa caractaristlcas del ma'\é ,g,,qua son de interés en el prasan

-te trabajo.
1. Fegocitosis.
f.a fagocitosis es considerada como la actividad funcional —ee

principal de los mecréfagos, © importante para el consumo, locali-

zacion y procesamiento de antigenos.

lLa endocitasis es un término general que engloba a los de pi- .

nocitosis y fegocitosis, dos actividades que el macréfago realiza
y qua son de suma importancia en la defensa del organismo (Weisg——

man and Dukor 1970).

. .51 se hace la difersncie entre fagocitosis y pinocitosis, se

! mesis

encontraré que la fagocitosis comprende la adherencias, ingaestidn y
‘ dééﬁrudcién de las partfculas sélidas, tales como bacterias, célu-
 iésNerestos de células, y energbticamente, se desarrollan a base

de un metebolismo por glicolisis, en tanto que la pinocitosis se -
rafiere a la ingestidn de partciculas pegqueias, como las macromolé-
culss, yvresulta inhibida en condiciones anaerdbicas y requiere -

‘pur*tdnto del ciclo del Acido tricarboxilice y la fosforilacidén ——

16
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oxidativgi(wianqperef alklssi).

El procaso da Faqocmtosis de mlcroorqanismos involucra un nd-
mero du orunag. La prlmera es la mov11178016n de las cflulas al —-
aresa de 1nr1amauiﬁn a 10 largo de un gradiente de concentracifin de

Factorvs quimiotécticos producidos como una consecuencia de rsac—-

ciongs iﬁmunmldgicas o tejido daflado (Snyderman et al 1971).

Ln ingpsfién del microorganismo ss la segunda etapa en el pro
‘ GBbDu‘Lﬂ npeoni7aciﬁn, o recubrimiento de la superficie de la paer-
‘;tipula=con inmunoglobulina (19) y/o complemento, es requerida pare

“lea uhién-da muchos microorgenismos a la superficie de la célula fa

gocitica (Hollend gt al 1972). Esta unién es facilitada por la pre

_sencia de receptores para la porcién Fc de la molécula de IgG y re
ceptbresypara 33 sobreg la superficie del fagocito mononuclear. En

gl ratén, tales receptores de superficie hacen su aparicidn an el

éstado de promonocito; en el hombre, dichos receptores se han desa

rrollddn en e] estado de monccito. En ambas especies, los recepto-

ras reconocan sulo algunas de las subclases de TgG (Cline et al -

: ‘Hidh de la particule opsonizada, la membrana y
Lttapleama uelular'éa invaginan y engloban la particule, formando

'fcuola fagocftica dentro del citoplaesma de la célula. La

 QObréna‘da la vacuola fagocftica se fusiona entonces con las mem-
brahéé de ]65 lisosomas asociasdos. Estos descargan su contenido en
R zimdtico en la vacuola fagocitica en 8l proceso de dasgranulacién.
~En el neutrifilo, y probablencnte en el fagocito monanuclear el pH

tesciende abruptamente an el interior de la vacunla fagocitice con

17
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comitentemente con el proceso de.desgranulacidn.
75fEiiéistama fagocito mononuclear proporciona un sistema de de-
fansa praciso para el tejido contra una variedad de microorganig—-—

moa., El neutrofilo constituye la unidad primaria de clefensa contra

arganismos pirogénicos, tales comno 8l estafilococo y neumococo y =

al macréfago como. una unidad de defensa celular contra organismos —-

intrecelulares como el bacilo de la tuberculosis y de la lapra —=-

(Torrito wnd Cline 1976). Los estudios de microscopfa electrénica

indican qus la muerte bacterial se realiza extracelularmentse. La -

degradaciédn inicialide'las hactarias se afactitia dentro de 1os 5 ==
'pfimaros minutos y la lisls ©s completa a los 25 a 30 minutos., La
fagocitosis de las bactebias‘lisadas es maxima despufBs de 25 a 30

minutos (Biggar .and Sturgess 1977).

2. Recaptares Fc.

La,sachncia de maduracisn de las células incluye diversos ti
' pds‘6é1aiares intermedios hastn llegar a especiselizarse. Durants -
:ei‘fféyecto, la célula va adquiriendo diferentes receptores en la

Vmeﬁbfena (Lotem and Sacha 1974, Rabelino and Mstcalf 1975).

'v  LfEntra los diferentes tipos de receptores en los macréfagos se
yii;cidyén'rmceptmras para sitivs enlazantses no espacificos para —e-
iégfégadbs protefnicos (Steinman and Cohn 1972) receptores de linfg
iduiﬁh'(v.gr. paca MIF y MSF, Fox et al 1974)., receptores para lin-
3-f6ditos T (Binz and Wigzell 1981), para linfocitos B y T (Rosen ==
thui éﬁd ghevech 1973), receptores 3 y varios receptores Fc (Una-

nue 1972).

La formaclidn da roceptores Fe puede ser inducida por el MGI -

18
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(Macraphage and Granulocyte Tnducer, Sechs 1975) y constituye una
herramienta putencial>QUe puode ser utilizada para distinguir las
difarentes poblaciones de lsucociltos en virtud de que aparecen sé-
gan el grado du'maduracidn_y tipo celular, y pueden ser detectados
mediante la formaciédn de rocetas con Ea o con EAC (eritrocitos ra-
cubiertos de anticuerpo~complemento, Lotem and Sachs 1974, Sachs =

1975).

©Log raceptores Fo se han encontrado en células infectadas por:

viggé»hefpes (watkins 1964), en mastocitos (Tigelaar et al 1971) y
‘LéHiQQEhas células diferentes del tejido hematopoyético incluyendo

linfbcitos B v T; macréfagos, noutréfilos y células K, asi como mu
chés células no involucredas en el sistema inmune (Heusser et al -
| 1977). El papel gque estaos receptores Jjuegan en la fisiologia de es
tas'Céldlas no ha sido definidc an todas las clases de células, pe
ro bara'el macréfago y para ¢l PYN sste receptor funciona, al me-—

nosﬂenvparte, an el reconocimionto e ingestidn de complejos inmu-——

nesA(UnkeIass 1977}, clases especificas de receptores Fc pueden Ju-

.gﬂr bn‘bénwi en la regulacidn de la sintesis de claswes especificas
‘Vde i6mUﬁog1obul1nas (Arnaud-fnattandier et al 1980), la regién Fc =
»dgilﬁfmoléculm de IgG humana e requiere para la fagocitosis efi-—
ciéntézde estafilococus protefna M positiva (Fischette 1983). Exis
téﬁ témbién racaptores Fc para la IgE en granulocitos bas6filos y
mastocitos (Ishizeka and Tshizaca 1978) en 1infocitos y monocitos
de'sapgra periférica humana (Melewicz et al 1982). |
‘“Sdnyahora muy conocidas clases especificas de receptores Fc -
kSﬁbfégdéiMIas derivadas de verias poblaciones linfoides (Strober -

EE‘Ql*i97B» Stafford and Fenger 1980). Por ejemple, Arnaud-Battan-

o
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dier at ol (1900) demostreron que las pélulas que transportan re--
¢eptores IgA-Fc, son encontradas en tod@s‘los 6rganos linfoides —-—

con tefido linfoide asociada nl inteétihd;',

- Otros ostudios han demostrﬂdO“diFerencias 8n la especificidad

para las subclaeses ds JgG y el grado-de polimerizacién de la inmu—

™

noglobulina‘cnpaz‘de eniézarse_al receptor (Heusser et al 1977, un ~

~ keless 1977).7qu Qjemplo, Anderson y Abraham (1980) reportaron —
qua en mmnbciﬁaéinonﬁales de la linea U937, el receptor Fc, enlaza
més ﬁécilmenta la IgG 1 & IQG 3, menos répidaemente la IgG 4 y ma«=
nos todavia la IgG 2. Por su parte Alexander et sl (1978), estable
ce el misma orden segin la constante de asociacifén de la inmunoglg
bulina al receptor Fc de monocitos de sangre periférica de bumano
{Ig61 ‘Ig6 3. Ig6 4  IgG ). Existen también diferencias en la
sensihilidad g la tripsinizacién de los receptorss de la membrana
celular (Heussar‘gg al 1977, unkeless 1977) y diferentes suscepti—

bilidades a laltripsinizaciﬁn an los receptores Fc para diferentes

inmunoglobulinas, asi por ejemplo Anderson y Spiegelberg (ISBTB, -

encontraron que los receptorus Fc para la TgE son més sensibles —
qué los receptores para la 1g6G. Lo anterior pone an evidancia_la -
gxistencia de varios receptores, tanto para diferentes inmunoglobu
'lina, do este modo, se reporta la existencia de dos diferentes re-
ceptores Fc para la IgG (Anderson end Grey 1978, Haseffner-Cavail ——
1lon ot al 1979}, que inclusn se haen separado una de la otra por -
madio de sus afinidades cromatogréficas y por gradientes de centrl
fugucidn Jde sacarosa, desputis da la solubilizacién de le membrana

t2 la célula con detergente o zonicecidn (Anderson and Grey 1978).

£l andliais de los receptores de membrana snbre 1eucoc}tos ha

<* -
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sido . de gran valor en la carnrlavizacidn de ‘los tipos de células -
involucrados on difercntws prouusos inmunea. Los linfocitos por =~
ejemplo han sido,identiFicadas y clasificados en base a sus marca-
doros dg superficie y propiedmdasrfuncionales, da igual forma se -~
han Ldentificeado leucocitos pmlimorfonuclearas, monocitos, y macpg
fadoé. 5in embargo una clara deFiniéién de los receptores smbfe es
tas céluléﬁ se ha diFicultadﬁ por los problemas de separacifin de -
:poblacidnes puras de;neutrﬁfilos, basdéfilos, eosindfilos y por el

' bajo‘nﬁmern'deymmnocitos en sangre periférica.

L1sozlmd.'

En 19 2. Alexander Fleming descubrid "un notahble elsmento bac
' tefiustatiCo en tejidos y secreciones" y lo 1lamd lisozima (murami
dasa).-Actualmente se sahe qua los leucocitos, especialments los -
PMN vy los macrSfagos elaboran esta enzima (Klockars and Reitamo --—

1975, Afzal Mir 1977).

ESthiqs,reciantes han establecido que la lisozima constituye

al priﬂdin31 praducto de secrecidn del macré&fago (aproximadamente
cl 4 de tuda su protefna extracelular), la cual es producida con
tinuamcnba y a un grado notablemente constante por tados los tipos

da mucréfngoq en cultivo (Gordon et al, 1974).

La lisozima del macréfago tiene las siguientes caracteristi——
cas: Eé‘una‘enzima mucolitica con propiedades antibidticas, la —=-
cunl hidroliza ciertos enlaces en las paredes celulares bacteriag--
nos (Tmofo et al 1972), tambifn actla sobra la quitina. Esta pro--

tefna vs bésicn, de bajo peso molecular (14 000 Doltones), estable

a ﬁﬂ Acido, 1abil a pH alcalina, con carga catidnica (Gordon EE gl

LY

.



1974), o :

'Lasgﬁhvaefiqécionps de Gordon ét‘éI{(1974)7realizadas‘con 14~
qoyima de macrdfagos peritoneales dB ratén in vitro han revelado -
que’ Lq lisovlmn es una enzima constitutiva del macréfage (la se—
cracidn de este enzima no es afectada por tratamientos que se sa--
bén!aotiVnn'a las células]'mientras que otras enzimes son induci--.
blas.fLalﬁecracidn de lisozima estd aesociada con una sintesis neta
‘SQafahéial una concentracidn intracelulsr relativamente constante,
'uaumulaclén uontinuada en el medio (86% segin Gee et al 1980) y es
 85quam9ﬂt9 detprfable dentro de las células., Existe una relacién
d1~|ctamentL nronorcional entre el nlmero de macrifagos por ceja -
 oatr1 Y, Jn cantidad de pnzimﬂ secretada, por lo tanto el contenido

de liSinma gg una medida. dtil del ndmero de macrdfagos y la densi

dad calulur no tiene sfecto sobra su produccién.

Ae=sumlenda brévehéﬁfe;‘lés funciones de los mocréfagos son —-
(Friedman 1978): e |
in yivm |
- fagocito Ls de particulas y/o subatancias solubles, comple~
"1305 antigeno—anticuerna, ate. | ‘ B
i Consumo, locelizacién y procesamiento de antigenos.
- Duqrudacién de particulas y antigenos.
_‘- Gintesis y secrecidn de Factores tales como sustaencias inmu
 ‘ﬁoriagu1adora3, enzimas, activedores de plasmindgeno, quini
‘nas, interferén, etc.
~ Actividad microbicida y bacteriostética,
:;‘Frntoccién y/o potenciacifn de infecciones por pardsitos in

i'tracelulareu.

[



iri-vitro

B e deuhtten rin iy

- Fugoujtnsls de nntiqenos particulados y substancias, comple

jos nanqeno-anticuprpo; etc.,;"'
— Consumo’ y degradacién da antigancs.
- Ditotoxicidad no oupebi11ca.
~ Actividad microbicide, tumoricida, becteriostética. -
‘y'ﬁitotoxicidad ahticuarna especi{fica; sintesis y liberacién
de quininas, 1nc1uyenuo inhibidores y estimuladores,

@,hct1v1dud alimentadora para otras células, especialmente —-

"jlinrocltns; B

“ﬁ‘Lihernulﬁn dpmén21mas, incluvendo3colagenasa, enzimas liso-

’ ]Somdlﬂ S nucles a,

o, nrrcnuwmrmwrumr ONAL \CROFAGOS.

’ ’Ios mnvréfugos}éon‘un g,uno de'mcnocitos funcionalmente hete—
rogensos. JnvoWuPrados en. muchoq papoles espacificos y no especifi-
cos do la inmunidad (Friedman 1978). Estas células pueden ser reng
vadas y estimuledas a un alto grado de actividad metabélica (Ho —-
ppec et al LD?U;, lasg acfividadas y modos de operar de éstas estan
th]uenrindas nor factores talps cdmo al estado de madurez o difem
 xen iantun, localizecitn anatémlca y del grado de activecién (Cohn
1968, Hopper et _9_1_ 1979).

.Lé‘hC£¢fonenéidad funcional de este grupo de células varia de
uhféiti§ 6.dtro y resulta de influencias locales, v. gr. pulmén, -
>CHQid6d béfitunua1, baso, etc; o dentro de una misma poblacién y -

QSUfgéfdehidn a diferentes estados de diferenciacién, maduracién, -



"activacidn o pasiblemente a que orovienen de distintas l{neas calg
lares (Rire ond Fishman 1974, vialker 1976, Hopper et al 1979, Lee
et ol 10aL).

Exiaton yarios drgenos fuente de los macréfagos y los macrifa

gos obtenidos de cada una de estas presentan diferencias funciona-

los vegr. los macréfagos alveoleres y peritoneales difieren en mu- 7

chiis propiadadns incluyendo metabolismo, .1os primeros tienen meta-

bolismo por fosforilacidn oxidativa més -que un metabolismo a base

da‘giicﬁliSis (Kernovsky QE al 1970), las dos poblacionas son mor-

C Folégicamente distintas (ﬁennwtt 1966), el contenido de enzimas 1i

Smsomales te los ﬂlVGOldFQS as genaralmante méds elto que el de los
peritoncales (Pa villur 1963, Velqsmnn and Du<on 1970) y de enzimas
‘ hlllUl{ijuﬂ cuyos’ nivalas smn altog pere los alveolaraes y bajos -
en peritoncalos (Led<p at al 1964, Kernovsky et gl 1970), existen

dlfl!&ﬂ&iﬂu en respuesta a eoLiWUlOa guimiotédcticos (Ward 1968, -
sovicin et ml 19707, difieren e receptores de membrane para la mi-=
grmciﬁn dél FQCHor de inhigiciﬁn (Leu et al 1972). Los receptores

Fu mnvlos_alvbolares es bnjo y en peritoneales alto (RAhodes 1975).
Asimisno, la proporcidn de macrdfagos que producen Coy G, y factor
Aﬁovaria &0 difcrentas 6rganos fuente, lo cual sugiere que estas di
fernncins en la.capacidad de biosintesis de 6, caracteriza a 108 =
”Fagncitos mononucleares a diferentes estados de maduracifn, pues -
le secracidn a tasas caracfariaticas difieren de su precursor celu
lat comdn, el monocito de la sangre (Cole 8t al 1902a, Gole et al

1902, Alpart et al 1983, Newell and Atkinson 1983).

Uentro deﬁuhé’miSma‘poblmcién, las macréfegos difieren funcio

nalMénte.‘NOrmalmentg,_los macrifagos de le cavidad peritonqgl 50N

.
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muy hetercgdnens (Walker'197] Rice and Fishman 1974, Walker 1974,

'1hnmn, end 12aTsween 1981), con resnpcto al tamafio celular (Rice -

and Fis shinan 19 174}, densidad e, receptores Fo (Rhodes 1975), Y. habi

Ashevqpn“1970’éﬂice and Fishman

Livud. thuc{L1LP~(Aembnlg qndf
'vm) ‘ |

meu Gy ha dichof_Pst';hP ,roq&neidadbloca1 Bh‘ﬁbdho~seVdébé4

'nl qrudo ﬂu ar11v1dad La dav qnacién de macréfagn nctivado, deg——
'crmhefcl_gﬂtmdn de los_macréFagos QUe tienen una incrementada habi
Iidmdiﬁanaiﬁagouitarrmicfdorgahishos y ejercer una actividad anti-
micfmbiml (Karnoveky et al 1975, Karnovsky and Lazdins 1973, North
7 1978). Cobe resaltar que en rémlidad depends del grado y la‘natup§'

~leza né 1o estimulacidn la capecidad entitumoral, antimicrobisl y

-Qupfﬁtmria'dal macréfago (Hopper et al 1979).

‘Existen diferencias entre une célule normal y una activada, -

'éntre'éStas destacan principalmente su morfologia, quimica celuler,
wrributos bisufnicos Yy atributos funcionales. Las células activa-
das tienen wetividades incremcntadas de écido hidrolasa [Hard —--

19ﬁD}?y manifiestan durante la fagocitosis gran actividad respiraQ

Ctoria (Karnovsky et al 1975), metabolizan la glucosa (Karnoveky -- -

et wl 1975, filsgeard et al ‘077); a nivel de le membrana celular

——— s

'nltu oantpnldo de Fosfclipidos (Kondo and Kanai 1977], mientras la

: ocro~d—num1uut1daqa dlsmlnuye*4Karnovsky Pt al 1975).

Eh faspmen,_lés[ﬁrdb‘ ’as‘de 1los macréfagos activados son -
las siquiﬁnfv%*_'JV”
Trdre menlua Morfoléd

: ﬂdhesivldad,qu/gn‘
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Actividad microbial intrecelular

S Efectos cltotéxicos sohre células tumorales

B, SEPARACTON DT CELULAS EN SUBPOBLAGTONES.

‘ qumﬂ1a7héférodéhpidad‘fUﬁéibhél“dué éé”lBsvatribuye a los ma
crﬁFaqd¢'y hablendose detPctudu 1a existencia de subpoblacionps S

 1unu10n31muntP dlstintﬂv (nicp and flshman 1974 Hopper et al 1979,

'LUL IQPO Lea =t ul 1981), en las Gltimos afos, el principal Impe-

tu Jnrﬁ dl nnnr procedimiantos de 5eparac16n de células ha sido de

'bidu R quw ul tajido henatopnyético y linfoide es una mezcla com--

-

plmjn de uélulnm, v los métodps de pnislamiento son indispensables
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GlLiaindin

Liare ﬁdxiinulnr rara poder-

-

o «n(rw i(lJlFtF en Pl

*fu Lonal de cada tipu Calular.y€ 

G f:fefn-,m,-l tudinr' una nmblacidn individual o un tipu celu--'

Cmnmner y desglosa

o A

'Uvixnnr nuevas clases 1un01onales da célu‘as.

urenr Eineas celulares _puras que. permitan obtener medios en

clguecidos de factores solublas}que eleboran en pequefias —

cantidodos, de modo que sea poaibla su caracterizacién bio-

Juimlcu.

Intensy preparaciones enriquecidas de células de la serie -

mantcito-macrdfago, dado que estas lineas representan una -

minoria del 'nonl’' de células mononucleares.,
;50 0tr0s estudios el interés es el ds obtener informacidn -

ccncurnionte a pardmetros biloguimicos asociados a funciones

paltjrulnres de las cp]u]as, como puade ser la quimiotaxis,

-anmcito is, adherencLa, citotoxicidad anticuerpo-dependlen

te.knsi Lomo las actividadas da varias enzimas intracelula-

a7

."~1 .



blnranPL n,;uhnob1501onea con alto Jrado da pureza, viables, con
ur mfanu gha nltwraciﬁn funciunul y morfoldgica, y con un elevado

anLGDtHJG Un~rncuperm016n tmtaA.

‘ Una nlvn:nﬁvd da los macrdrugos qQus ha sido aprovechada para

'la nhLanLnn dn pobla01onou humogéneas, 2s su capacidad de adheren

yld"n;laﬁ Lajaﬁ petri de cultivo da vidrio y pléstico (Edelson and

Cohnle?ﬁ; Territo and Cline 1977, Ackerman and Douglas 1978, Kuma

Umiigg ol 179, Wood”et u1'1979 Treves gt gl 1980, Schonhegrad —-

and Hold 1981, Wlnter st al 1901, Zanella st al 19R1).

‘VLm~purlFicaci6n por,adherenéia implica que los monocitos tie-

nen que

Se hvﬂ : "C_

rar raruuto:ithras de 1a superFicie y propiedadnv funcionales de

‘ lo° Lélulns, poriotro lado,reh

_talus COmo ruuuueraciﬁn yQyiablf

“1la Qt_:__.g;‘t” ].757){?3:1,)“,; v

rwcnivas'”‘ _1éﬂeléctroforesis y =

Litrels

6nl(mrandt_eti

Rabinowitz 1964, Shortman 1966).

“”Dé luufmﬁiodos‘dasarrollndos-para adéf la separacidn de los

ffntmd tipos de células, los més completos y que han conducido
a mﬁjurcu rouultados Jon 103 qua se han efectuado por centrifuga—--
'ciun sobxn urad:ontea de densldad, aprovechendo el temafio y densi-
dad dw‘lde.uﬁlulus. LaS'diFerPncias en la tasa de sedimentacidn da
,las dirLintua poblacimnes de células se ha utilizado para fraccio-

nurl‘a.,Tnulicamunta estﬂ tasa de sedimentacidn estd& regida por la

1 y up Loias’y'es.Funcidn tanto del tamafio coma de la densidad ce

kS

”;nr qonnrndus anter,de ser utiliiaddS'en varios ensayos. -

‘mu;fruﬁn que 103 procndimientos de’ desoegadurﬁ pueden alte

tﬂa técnicas tienpn inconvenientes -



lulﬂr yiF@thﬁr( horiman 197?, Hardin nnd Downs 1081),,paro dependa

orﬁmubdinlmﬁptgwdel tﬁdeO (JUPCZY“U(I ot al 1970, Day11972, Shcﬁg
nlur» 1’1,¢ .'igififﬁ V B

Ld’axpreﬁidn uluabrnica yua dascriba 13fyaiddiaédfdassediman-

tnciﬁn‘uu Luq células en estn caso es Lle siguiente

- _£”~J1;L*«l;ff
o= 07 X

ﬁﬂnﬂv r‘z el ruﬂln do lu célula, ¢ es

1 !. dnuxldud 001 medlo liQUida,f e la gravedad on el

1u;nziy1 ;;v3°uo idad del lfquid

vﬁin de lns gradlen ma du dcnsidad se han separado, la

d1vvn 16;“ uu Cglulas de la ,nnqre humena (Grdina et al 1973), 1in
'Fnuf{a dr }n JAnqre parifér#ud humnna (Loos,and Aoas 1974, sSchut

.Eﬁvi; 39? . Hmni et al 1979, Ulmer and Flad‘1979 Fiege et al ~=—-
1%8?} 1,31u1n: de exudado perJtonaal (Porczynski et al 1970, Zemba
1n und Ax hqunn 1970, McCartly dnd MacVittie 1Q7B), celulas forma~
- daors d!’LU]DHJﬂS de Ja médulu ésea (charthy and Machttie 1078].

muﬂ‘ﬁljuﬂh te T qunqre nerifLrlca humana (nont at al 1079 Ulmer

anc Flad 1979, Flukb 1981> FerrPnte and Thong 19ﬂ°), granulocitos

dw‘sungft nvrlferic

-

‘ghoy

- ;\J arms ,

; ﬂonuidad tanto Jcntinuoq coﬁo‘discontinuos, que permi-
,tun unn fl&bﬂiOﬁﬂCiﬁﬂ de las‘chlulas Yy Que aporten subpoblaciones

hnmnqéner* dc mnnera que sea factible su caracterizacion morFologi
ra, rito]ﬁqica y Funcional-'entre los materiales que mas se han -

utxl;zmdu astén la boma Acavla (Kinoshita et al 1070), ﬂenoqrafin

.

(Y



(Lruinu el nl 1973), Albdming (hﬂllor and HlBSGhG 1970, Shortman -
1972, Willioms et Al 1972, ntus and Flshman 1974, Klinkert et al -
1982), Ficoll (Uach andADrashlur 1970, Gorczynski et al 1970, Zem-
bmlﬁ énd‘ﬁqhnramn ]Q70; Wélﬁmr‘1974, Nont gﬁ al 1979, Nardiello -~
et ol 1001,, y Ficoll Hypaqun (Day 1972, Ferrante and Thong 1982).
Hin anmvgu, ninguno de estos wateriales estdé completaments fuera.
de dosvernlodas, aigunds.de estos tienen muy alta viscosidaa (Rach
Cantd ﬂrashlef 19?0, Gofciynski et al 1970, Kinoshita et al 1970, —
Shortmén‘19?2, williéms et al 1972), o causan agregacién de las cé
iulaqf(EQPPZynd<i ct al 1970 qhortman 1972, Williems et al 1972),

mtrm‘fno ﬁon isoténicos en thMa parte° del gradiente (Bach and —-

Hrmshiar l97D, iorczynski gt al 1970, Grdina gg al 1970), otros co

o] WH‘Athmind tienen nmplia viariacidn en su osmolaridad entre es-
, ‘puulLﬂ dlfurentnq y entre individuos de la misma especie (shortman
1972, u111xnmr ut al 1972). Otras ventajas y desventajas de los ma

terimle; s racumen an. el Apéndlce V

La 1mpnrtanoaa de mantaner condiciones adecuadas durante la -
Sﬁﬂdﬁﬂfiun de }a célules, sv demuestra facilmente debide a los -
qvandﬁs: ambios de 1a densidad de la célula por materiales no iso-

't6n1hcd (WL]ljam% et al 1972) o con gradientes de pH no fisioldgi-

o (Wlilfﬂmu nnd Qhor’man 'D, )

&1 Parcoll es un materlal haqado an silica coloidal que por -

qus propiedades fué selecciondno pure la. fraccionacidn de las célu
las cn al preswnfa trabajo: _
v F*,un nadio de densidad 1nic1a1 de 1.130 * 0,005 g/ml, con
propledades quimicas Lonstantes entra lotes diferentes.

-~ No @3 téxico {por ester recubierto de polivinilnirra{idone)

e



"f'Cifﬂ drtawminaoidn de 1A densidady_

~1u Vldbllldad

'pitq del qradirntp.

 Tmpnrmv‘b1e a las mﬁmbrgr

n pérdida en

lJnna bawa oqmolaridad rmite un ajus

interFerencia siq

tess hﬁ“‘u 1.2 q/m] y anbié‘ Vun@»?ormacidn ré

ermitiendo una pre-

felimihaciﬁn facil del

'~mnlxn nara rprupprar 81 mater1a1

'rﬂrﬂu q”ndientac eapontmneo duranfp la centrifugacién debl

-udn @ quu hay un Lamanu hnteroganeo de las particulas de Per

: *tu, el pH puvdc

A

5?011 con- dlfprenfe

*V1Lnrtunal.

 uu.h1o en Jus DPODinadBS'FISICaS.

annc"'

PDt su pH da 8 8 wkU.

Vrnn*inumcicn se reuumon brpvemente algunos estudios realiza

‘vdnq purn whfcnzr ooblaciones Fe]ulares homogéneas y que brindan un

nunqramn conoretn sobre los,avances logrados al respecto.

wood et al (1979) demostrd. que las concentraciones bajas de -

'FDfp:(iO“ﬁf) nprmiten 1a rémn¢i6n da'macrdfngms peritoneasles de la

"uupurorjm de plngtico reportando un ‘estado viable de las cé&lulas.

Eatlo métuun proparcjonu uhirﬁndimianto de aproximaodemente un 31 a

Jﬂn‘bon uri qradu do nuve-

dn f) 9h,

31

iel;uso’dé gradien--

Y



tnmiqdf wb al (1Q7°) BN su expprimpntu alsluron ‘macréfagos me
dinnfu prutrdtumjenio de las idJGa Petrl con -2 a_3.ml de suero fe-
tal de buVurrn (FCs). C1los utillzaron aproximédamente 4 x 10° cé-
lulas-de_uxuUmdm.peritonnal»dé'rétﬁn‘a.bién'l X 107 de sangre peri
f&rirw humunn nUr‘cnja. Lns bﬁ1U1ﬂs adherehtss.Fueron removidag -
con dnluclnn nmurtljuadora de fosfato (PRS) conteniendo 0.2% de =

FDTA Y GC UL lﬁu :@evreporta un porcentaje de‘recuneracién de 59%

bd‘n N ro1aqo peritoneaIES da ratdn pnro no ae indice su viabili'

Und y'un urudu de pureza mP/Ux al 95%

'AFF_;ﬁan"y‘Douglas‘(lQ?H) nurifichro non citééihe,ééngra pe~

de medio y EOTA,

‘T‘rfrlﬁd LER humano mediante la adicidn alt,w1é
anuuntrnﬁdu‘ﬂup lns céTulas puaden moportar al menos tres ciclog -
.du psqadurh Y du pe;adura. Ln 1n0ubac16n fué a 37°C durante 185 min
'cn‘w] D]n f?mm\ pgru 10 min es suficiente. El porcentaje da recu
uvrnclnu dr 1a qéluiasyfuéiuG'BG% cuanda 10 X 10° & menos monoci-

tms,&on aslicados o los frascos, y la viabilidad mayor da 95%.

";TrnQﬁé ot al (1080) aié]ékon monocitos de sangre poriférica -
'“Humdnﬂ MO u;chanda su capacadad de adherencia, las células adhe--
xunLua rontenfan 1 a d{ de 1LnFocitos y aproximadamente 95% de mo-
nucmto‘ y TUPrun removidas con PBS libre de cat? y Mg+e en tubos -
Qp mmliaiﬁmurc,_que,fuarqn‘macesarios para evitar la adherencia de
los monocitnsf'El_gorgehtajawﬂa‘recuperacién des los monociltos tuvo
un valor promedio dé 81.9% cbn un rango de 60 a 100% del total de

nélulas munocit[cas adherente de los diferentos donadores. Las qg

Julas m1 1nd05 Fusron muy ac ‘VAS‘en varias pruebas.

-.GchmthegrahT

an



la noche con FOS inactivado a calor, cultivaron‘células de exudada
naritonaal de ratén. Despuds da aliminar lés células no mdherentes
nor 1uyado, las cflulas adherentes fueron separadas con 5 ml de s ]
lucisn sqlinp‘libfe de'Ca+2 y Mg+2 conteniandd 0.02% de EDTA & in-
cuhadas a 3790 duran#é 20 min, después del cual se remavieron con

un nipela PastQQr résuspendiendo vigorosamenta. l.as células recu-
perariag Fumrnn‘cbmpigtamente viables y la poblacidn contenia mayor
oviduél nf 82%/de‘las células totalaes, las cuales fueron activaemen
:ta iugcc1ticas, pinociticas v eantereasa positivas y parecen repre-

ontar una pnb;mrién de macréfagos da alta puteza.

‘ernhblﬁa et'al (1981) aprovechando.también la propiedad de ad-
'hnréncjn, ni Jaron monocitos de sangre periférica humana con lino-

'ua{nn, o pH da 6.7, y compararon sus resultadof con los sigulentes

metador ﬂaonrrcxlados paralelamente por ellos mismos: raspado mec§

nica con gondarme de goma, superficies recubiertas con microexuda-

to, y:sunnrfjcins pretratadas con FOS. Gnecontraron que los cuatro

matodos dan res .ultados de viahilidad vy porcontaje de recuperscidn

3u11urrJ, excepto qQue el raspado con gendarme resultd con una via
v1L;dnd nn atwvfactoria. Para el método de la linocaina el porcen

tgju du rnhuper3016n fué de GB L 35 y 1la viabilidad de 88 £ 3.8%.

Kinoshita et gl (1970) utilizando como ﬁedio de ssparacidn la
Goma Acaoia-éon gravedades especificas de 1f072, 1.068 v 1,064 del
- fondo mei tubb a la suporficio, respoctiveamente. La suspensién de
las cOlulas Fué puesta en el gradiente asi formado y centrifugeado
a 3000 rpm (aproximadamente 2000 g) durante 15 min, abteniendo cua
trn banduu Formadés en las interfascs ylen el fondo del tubo, las

bandas Tormadas en las interfases. fueron clasificadas c:toldgica—-

o

.

98]
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mentes como linfocitos qrandas,,madianos y pequenos, 1la Fraocién —

cunto tnnq1atld en su muyorid da’ Britrocitos._.

b;dtnu et al (1973) trahajaron con gradientes de Renografin -
1nqrundu e nurar bandaﬁ relattvamente puran de eritrocitos. granus-
lOLLLOb,‘y;lEUuDCitOS,ﬂO granulareq.,Lasvdensidadas a las cuales -

fueroa detenidas las células 5on:'monocitdéfl;128 g/ce, linfocitos

1'1@9 g/oe, vrifrocitos 1.151 g/cc, ngutrdﬁilqs 1.161 g/cc, eosind
!;u 1169 U/CL y ba 6?110° 1. 173 Q/CC;~Las poblaciones de célu—-

1r" ,unuxadu con sistid. de 1, 4% du monooitos, o549 de linfocitos,

66. uﬁ dm nwutrdfilo 1,7A de'gosindfilos, 0.6% de bastfilos y =—-
0.7% du u,un as na 1dant1f1cacjés.-'fneportan células intactas des—--

N Ge do ln contrifu93016n a 10 000 rpm (aproximodamente 13 000 g)

’y»unafracunaruuidn dcl 85% dal total de células. La viabilidad fué

)en 47u1 de trlpanD, siendo superior o igual al 96%.

J m81i§r,and Hiesche (1970] por medio de gradientes de Albimina
;sépépééShibéluiﬁéidél bazo de ratdén centrifugands a 20 000 g duran
~tu-30'mfn. Léﬁ gfadientas astuvieron formados bor 1 ml de cada con
denpramiﬁn'de Albﬁmiﬁé (29, 25, 23 y 10%) secuencialmente. Las cé-
'lulaﬁ éa‘tatﬁvierU en la interfase de cada concentracitn y la dis

'tfihuoiéh'aﬁfahidé'Fué~ células plasméticas en la fraccidn 1 y 2,

: linﬁorituq en todas las fracciones, granulocitos en las fracciones

5.y blastocitcs on las fracciones 1



hﬁndq dc c&lu]n prdﬁqb °ras da anticuarpos se localiza en un solo

- DICH qua- se Ponna ; “_&dansldad de l 070 g/cc. Fncontraron que el
pH Y. lu Dra;viuu de un gradiﬂnta 1nvarso aFPcta 8l perfil de densi
dad:;91>;n'ubaLa el pH é 6.5, djsminuye su densidad Flotante a ==
1,062 Q/cu;y ld vnriucién de la agmolaridad es de 294 m-osmolal en
suﬁgrfjéib a JMH m-oemolal en sl fondo dividlendo el pico unico da
Pﬁl@iaﬁ‘hn'rrﬂs distintos picos. No se reporta el porcentaje de re

cupcrmcién pﬂro si ciélulas vjahles.fj;:‘» e

Zémbglagaﬁd Ashérsph'(1970) purificarun macréfagos a pertir -

defékhdadb.péfﬁfoneal'de ratén y obtuvieron las células con aproxi

adnm'nte un U97,de pureza y un porcanfaje de recuperacién de 50%
apruximadumantey 8 partir de 108 células, las cuales fueron resus-—
'p&ﬁdidas_en 4 ml de Ficbil al 25% en solucidn salina 'buffer'. Las
células ﬁﬁefon pusatas sobre ol agradiente integrado por 6 ml al —-
1%, 5 ml &l 16% y 4 ml al 12% de soclucifin de Ficoll, centrifugado
Q_QQ‘QDU g;méximb durante 70 min con refrigeracién. Las células se
}rctuvierun enfias interfases vy on 'la Traccién de depbdsito, repoyr~-

‘tuhddVQF%'de viﬂbilidad después de la centrifugacidn.

Bmah and Arashler (1970) por medio de gradientes preformados
ch Flcoll alslaron'célglgs linfociticas de distintos organns lin-
'rmidps. Las qrndiante§4sefééhtrifugaron a 20 000 g (13 500 rpm) du

- rante una hora.. Para echaso del bazo obtuvieron hasta 30 subfrac-

: cioneq d1 bPBLdS da células, el nimera relativo de células en cada
bundu es unn nropiedad de 1as suspencione preparadas, del tipo de
‘tujjdo u urJnno y da alguna° rataq individuales. Los valorgs va~-—-
rinu de animal a animal y de un teJido linfoide a otro en el mismo

animal,

-



Wnlkab (197h)ffrhbéjahd0‘¢mn?céIUIéé'adherentes de axudado'-

nnritonoa] dmf
fﬁritn:; iuﬁro fﬂpararlna en cinno poblariones en gradientes dis—-
runr!nunv ue Firoll formadou par sobraposlcién de capas de 10, 9,

3] y L do Fxcnll De lﬁe cineon qubrlasps obtsnidEQ, los macréfagos

LﬂmpIPHdLUPUH ﬂf el~95% de las células en las dos subclases de -

doergidad menor, wis del 90% te las bélulas en las subclases de den
i 1ntnrmud£n y aproximadnmnnte 80% de las células en la subclae
s6& s dgnmu,VLy contaminacidn para todos los casos astuvo repra--
‘5Qntadﬁ umr 11hFocitos.»Elﬂpmrcentaje de recuperacién fué de BB%Ay

no 5egrénmrtm la'viabilidad'de las células.

Day (1972 ) utilizé gradipntes de Ficoll-Hypaque de una densi-

duu de 1,065 q/cc a 20°C para geparar leucocitos basSfilos de san-
i nurirericn de humano, la tasa de recupsracidn fué de 74% y con

un grado de purcza de 95% y 959, de viabilidad. El nimero de célu--

las introducidas al gradiente Tud no mayor de 2 X 108 y los gra-~—

diéﬁﬁés 5e Cehf?ifqgardﬁﬁé;BfEDU g durante 30 min. a 40°C,

Hdrﬂin,ah@!Dané (1981) aislaron monocitos de sangre perifépi
l‘vn humann.;Drimefd sa@ agislaron las célulnr mongnucleares en gra—-—-—
dfemlea e liLo]l—Hypaque, y después estos monocitos se purifica—-
ron . pmr'm@dimentacidn cdurante 5 min s través de gradientes de Per-
>boll reorientados. €1 método es reproducible y la recuperacién fué
’da Qﬂn du monacitos de la sangre inicial, con contaminacidn unice-—
mentc QQP linfocitos. Los monocitos recuperados son viables (95%)‘
y funvLOunlwq.ipueq se adhirioron a las supcrficieq de vidrio y —=

p]mnticu e ngirieron particulas de latex.

ac

nneio, libreq do otros tipos de células excepto lin



“Schut gt sl (1978) trabujaron con gradientes de densidad de -
Ficm}lnIscanUu, para separar linfocitds‘humanos, logrando fraccio

narlos ‘en dos poblaciones cuvas densidades corresponden a menor de

1;067 q/cd y wayar de 1.067 q/cc;.Su gradiante conslstia en tres -

Bapa s, Un uzuuldades de 1 OQJ, 1. 067 Y 1 055 g/cc respactivamente,

vy 1 pmhlnrjnn de 11nrucitov Pqtrntiflcada Fué no mayor de 12x105.

El UrudignLE-su centrifugo a 2 ODO g durnnte 10 min.

- ”unt st al (1979) qepararon ‘an qrndlentes de Ficoll leucoci--
@:tnh mﬂﬂDNUPlPﬂIES de una poblaridn 1nicia1 de 4 a 20 X 10'7 leucoci
"*foq ll promud1n de recuperavjén Fué de 8 5% y una viabilidad de —-
E-m‘“ drl UU,. up nbtUV1eron q fracc1ones con proporciones variables

dp mnurafuqoq~11nﬁocltoq, de laulcuales, 3 estaban dominades por -

linfocitos y.%,pcr‘macréfagoa;“;a banda con mayor porcentaje de ma

erdfagos contenia ‘un a0t d e &g células.

(e



IV. OBJETIVOS

DEJETTVO GENERAL.

UDtP ; xparimantalmpnlei i 100 macréfagas que migran a -

éff’
1 u'L\/i(]ml’l ['ll
Ceidda pur 7nyeuc*6n 1ntraneP1Lanna1 de cauainato de sodio, pueden -
v33r ,u011udUuluH subpob1a01onus funulonalmente homoganeas, con un
_u1WVJdo grado [<F pureza, recuperacidn y viabilidad de las células,

e ﬁHuC a 1u= oty racteriatice" de adhpren01a y taqa de sedimenta—--

C;{éﬁ o

oadgtjvgsrhahtqmuLans,

i.@ nbtenep la cinetica de aparicidn de 1as células leucociti

cas quv m{qrnn_n_la cav1dad narltoneal ‘al inyectar un irritante.

iduur un. método que permlta alslar subpoblaciones da ma--

cfétugos ﬂu 1aq célulaq obten“de en 1a cavidad peritoneal.

7 3;4 haFHCtPTiZar las suhpohla01on05 de macréfagos midiendo al

-

dumns'dé Gud propiedades carncturistlcas (Fagocitosis, produccidn
dw 1laozlmu y r‘su':eu'sluieuc! para presentar rocaptores Fc en su membra-

na Pvlulnr

-

an

ltmnaul du ratﬁn Pn regpuesta a 13 inflamacidén- indu-

L



V.'HIPOTESIS

Uxiate PPUUFthD en la literatura muchaq ev;denclas de quein.

oo chréluqos 0N un tlpo tde erulav QUU dosde el nuntc de Vis;f

Lo Funcionnl s muy hotaroqeneo, se reporta que estas diferen——

clag Funcionales se presentan tanto en la misma poblaclén como

en cdlulos provenientes de distintos érganos fuente. Si los‘ma—%

crﬁfmduﬁ'sdh un conjunto do células'Funcionalmenta heterogeneo

' cmmbuw tn por qxupoc de célulnr con - funciones es pecificas, en--
“toncu las fun&mones puedan Her oeparadns ampleando mé&todos a--
prnu1éou, fi a el mlsmo tipn de célulﬂs, capaz do cumplir con
tGdﬂSilnb funrlnnes nue se 105 ntrlbuyen, las funciones no ss -
s uun‘senarnr' JB nropone Pnarar a los macrdfagos con propie-
dadvn mnrfulurlcas y Funcionnlvs diqtintas, aprovechando su pro
pic;ad gm,ndher ncia, utiliznndo en21mas y auelantes o bien an

by stu tasa de sedimentaoidn, mediante centrifugacidn en gra
dientéﬁrﬂavdmnsldad pafa Finalmehté caracterizar a las distin-
tas trurr\ono, ubtanldus midxvndo algunas de sus prcpledades -

mﬁ, thﬂbtﬂciaiJCn



©VI. MATEATAL Y METOODS

UUTiHmINﬁuIﬁM o‘

s por 1avado de la cavidad peritonesal
La cululnq san Jav1das tre veces con PRS Frss—
vu y Pq)trxruqntu% a cOO g duran?e 7 mln. Flnalmente ae cuentan en

ury hHMUlJ(nmULFU.;

Pluﬂnldun.n de loa Froti 5. los fratis son preparados en cito-

cuntrifuqn (Pytaspln, nhandon uuuthern, U.5.A. ), colocando con una

plnnta Iu:iwur tres gotas da 1n suspencién de cBlulas y centrifu-——
‘quan n ]ODD rpm duranto S min. lLas praparaciones sacadas al aire
8O Lwnidu” (on Hay~FrUnWa1d«Giem sa, y conteos diferenciales de cé

lulngggun;mntoncas;raallzgdoa,

qudifiquéflo,contrario, siempre que se hable

dqﬂtin&iw en este trabajo ésfas se ‘hacen con May-Grinwald-Giem

B,
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Cuantiricecidn de las CdAlulas. Con 1la ayuda del microscopio -
compuneto, v ton la lents 100 X, son identificados los distintos -

1:pn, Hn fwlu],v en. nl frntl lae proporcionas de cdlulas aparg--

Con Duﬂjfl'adu; ur ln Tﬂhla,“ y an la brafirn 1.

0 1u1as uultiVAda ~Pélulas Adheridas. Células extral
dnﬁ‘ﬁ:ingﬂ*;iﬁ yiﬁ diae dcqpu&w do inycctndo el irritante, se cul-
~tivdh (yberPC‘ VT n) cun 1; o «4 8, 16 y 32 X 10° células/caja -

durnﬁta @ﬁjhr;, duﬂpuﬁs de lu: P alaa se realiza un conteo de las

'“uxxul ‘hPT\dﬁS.”FStoﬁ PnSHymo pprmltieron especificar el mejor

,tl npu (uglid;)tpﬂPF,EfPCtuar.i ‘extracc16n de las célulnas, y te--

nmy-lg;m';ui vnnrantraCIGn celulas (8 X 10 ,celulas/caja) en los -

uplempntado con 10Y, de suero de ca

L ol
‘ bnllﬁ}j’ vPatri de ml u 3706 en un incubador Thelco de GO,

tmdﬁ uh@; 'féa al 10” de rog y 9 % de humedﬁd.

Pnbjﬁn dul Medlm du'»ultivo.‘EI'medio de cultivo sele —

,4*;1 Cagle’ modiPica:

bbtuﬂaﬂu f?(Fibco N, Y., No Datalog. 430-2100

H~ 21 vvr \nundine I). y Que :'rcnara en el laboratorio poyr diso-

fluu)un du un ;uhre en ORD ml du agua bidestilada, se afiade 3.7 g -

Lh\f“ﬂﬂLh, 3.5 de Ulucusaj(“legoa)- 100 000 U de peniciline G y
ﬂ 1. q da uctrnnfnmthinn por rnuomendacién de la Gibco; ss afora a

U iiten y se Jlmauena Pn reFriqeracién a 497 hasta su usa. Antes

4l
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ther wap almnﬁenadn, sa aplica al medio uné prueba da estériiidad f—
A‘jnjmhaﬁdn sais gotas a un tubo de ehaéyo con 2'm1~de:cald6‘de 80
Yo piuu1um.nLu vaterdlizado on dutoulave. £l medio Caglp a51 prepa
_rann.us auplmnuntu al momento e ser utili?ado can 10% (v/v) de ~—

Ut du ”uuu'lu, lnncllvado 7 hano Mnria a 56°" durante 30 min.

fﬁmtenciﬁn;mP-la. ﬁéluiéﬁ~Adhérm1tes. Cadas Petri con 8 X 106

“cdhulas e Ia‘cauiﬂud puritonun] son. incubadas durante 24 hrs. Las

célulng no. aﬂh rpntpa %L remupvbn por delO de tras 1avados sucesi

vcz'uon“

:ﬂrwnl

ol Jln f" ; ; Am mediante observacién al mi ~-
;upQScamia;qu _nl mnnos un 10m d laS‘células se‘han separado de -
'Ia nuﬂé??ibiﬁédb'1ﬁ”ca3a3fse'éFactda;uha primera separacidn, éucbio
n*nﬂu Ta ;uspen%iun de célulud con una pipeta y centrifugando a ~-
.SGQ CED ]fqu;dm sobrcnadaniu as dec antudo en la caja inicial pa-
ra (untinqu &l OPOCubO y efuotuar 1as s@paraciones que sean posi-
b:bb; Las_células separadas'an cada caSo, san lavadns y cultivadas
Comn 8sa- ndicé més arriba. A continuacidn se presenta en forma de
cgadré los. diferentes tratamiuntos'raalizados con tripsina, y en -

ténninos ganerales, sa realizan en forma analoga al primer trata—-

mieato,

47
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1 - a7 i - :
-3 _
+
J | :
a ?%f?yéfb T )
6.
m e

= Gin tripsina’
4 Don tripsivnag o0
®-Oajo -astas-condic: lemés -otras dos concentra-

clanes e trlp sina:

2. Tratamiento

”;ﬂ¢;(Aannnru ITI),.a'incubando 8 37°C. A 105 tiempog de 15 min,

'“lbhf:fu hrs, Ahrs, 16hrs y 24 hrs, la calchicina es eliminada, y -
laa n61u1ar Luliivadas duranfe 24 hrs para ser observado el grado
dw mupplu uulular en cnda caso. NDespués de este ensayo preliminar

Y9, Pmnlizan los tratamimntos aspecificados para el caso de la tr;g
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ging, poro con colchicing, existiendo dos variantes: a) Enlal pri-

mer fhn{xmlnntu se emplean, wdemdas de los § umol de colchicina, —-

? nmnl/Cuyp Yy h] En al sggundo tratamiento sa'adibiona simultanéa

manm Lrln'mnﬁ ademés de ln «nLLthina, y por otro lado se adicio'

nzu Mo ulmulfnnuamﬁnta lns ‘dos Pubstancias (colchlcina 5 umol du--

Fuﬂxﬂ lwla huu y 1. mg de trinhinu dur:nte 4J min.

1. Tratamiontos.

jas;dg,‘”

das sorn
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- .Emg.kmsm modwlm TJ-—E\ o

(. AEPARAGTON D SUBPORLAGTONE

STOAD

“r del

Prraparaci

diforenten denad

cundra adiunta,

Caeiliny

e H)u»';;f . IND]
REF RACC TON

PRI ST
1u'n:_'iig;fﬂ 1.3525
ER B - 1.3505
n.hnn:,‘y 1.3485
LLoaa o 1.3460
OO 1.3444
1.nE7 1.3425
SRS Yo foR e il 1.3408
gm0 1.3388
T 10 1.3367

¥ "i(ﬂ usitn ol 8 5‘}’3 deNnCl "

o xh o '3"]“-"‘_'; : =
fl Hludiﬁﬂue @s ofebéfaﬂﬁaén fubés Corex'de 15 ml, adicionan-

dos 1wl do carda aOlUClﬁn comunrundu con la més densa (90%h de Per--

Ceoll ) L)

vun{n lu soluolon del 10%, que LS adicionadu en proporcidén

.‘duulxn.du ) en In cual ae suappndan 1as célulus. £1 gradiente asi

_pxtpwxddﬁvuJ rwntrlfuqa aﬁqOU durﬁnte 20 min en una centrifugas -

l‘h cu'! e;r*c'ic‘m
1 !nLPPoéaG dv lms di erentu

unn mim"m‘ntmt:n de ,G;‘S ml

S ,uhrﬁnndunfo ms;desechado y el rcsto rasuspendido nuavamente en

10 ml uu Vun,y se csntrifugn, tmdo asto con pl obJjeto de eliminar

<. -
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@l Pevcoll, Las célulus son identificedas en una tincién
e mantenidas en cultivo. e

Pry U;IdCiUn dul Pradienhp Pont,nuo. \racién de este

grndiantm 56 vulocnn en un Luba Gorex de ﬁa‘ml 10 ml de solucidn
ieotinice &E‘Pcvcollfﬂl,AO% Yy sH centrifuga u'Bl;SDD g durente 20
min & den, en una’CmntﬁiFuga Backman J-21 con rotor de éhgulo Fijb

tipo JA-00. E1 Qradienta continuo se forma esponténeamemte a estas

'arawadndvé an V|rtud o0& que al Percoll esté campuesto de particue—

liw do: dLumLfPJ variable obudericndo a la ley de Stock, Las célu—A

 f1as dm 1u 1ntarFase ,quﬂw e Peruoll son resuspondidas en 2 ml de
,_Pﬂ” up rulladn *abra el grediente preformatdo y se centrifugan a -
800 a. durtntv 1” min (centriFuqe Beckman TJ-6 con rotor TA-10).

an hundn‘fJDﬁ recolectﬂdas Y tratadas como en el caso del gradien

f_tu Ulhbnﬂt"

_L” thziaaciﬁn de. las Gubpoblaciones. Las células de las dis

VtiHLuq;!undﬂ‘ £0N - caracterizadJE citoldégicamente mediante prepara-
 pJunov tnn*dus v fun01onalmentc por medio de sus receptores Fc, ca

,paqidadrrugocitmca y Jecreclén de lisozima al medio.

anmuibn LS;‘Las células‘Pe‘cada una de las bandas son incuba

g duu‘(DruUid ‘eliminacién del Parcoll con PBS) a 37°C en modio fres—

 cQ»durnnﬁu AH hrs, £l medio as recuperado y centrifugade a 500 g -
'pu1 3 mlri para aliminar restos de célules v ‘mantenido a -209C para
cuantlrianciﬁn de lisozima. {Las células son incubadas nuevamente -

e nvdin frv 500 COﬂtBﬂlPﬂdO usferas de latex de 1.09 u de diametro

ern una cuncnntrmcién de 1 X 10° esferas/ml durante 1 hr. Posterior

mwente dlchas células son lavadas con POS para eliminar las esferas

a

w
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rasidunles, y tefidas para_daterminar el porcentaje de células fa-

groiticus con la-ayuda tel microscopio.
. . . . N . . N - ‘

Lisozima. La cuantificacidn de la lisozime se realiza por es-
pecﬁrdfdthmhtria (Pyé thicam -8, de doble haz). La absorbancia -’
ag ruglstrada, y'elydecrementn de la turbidez de la mezcla de reac

C¢idn (mediu uonuicionado y Micrococeus lysodeikticus) se sigue a -

Saﬂinm durante los primeros 3 win y comparada con un esténdar de -
liamgimn;‘M
Pﬁr ’mudir 1a 1isozima dul medic condicionado (solucién pro--

ulem&), Us nuruharlo mazclar e la celda derl espectrofotometro 0.5

mi du Jnluc!dn dn cloruro de ¢cdio 0.3 M con 1.5 ml de suépensidn_

de mumbrhnnb de ticrococcus 1isadecticus (preparsdc como se indice
cenoel Apgndlice VI). A dicha mozcla se le adiciona entonces 1.0 ml
_da-madim;mnndicjonado homogerizando rapldamente para tomar la lec-

“tura.

;aﬁécuph&res o, Lq cuantificacidn de los receptores Fo devlas
sﬂbﬂohlaﬁicnes se realiza mediante la formacién de rosetas, Prime-
ro e propara una sdluciﬁn de Tgl (Cordis Leb., Miami, Fla.) en —-
PRS {1:140 v/v). Para la formecién de eritrocitos recubiertos con
“égﬁicuerpﬁ (Eﬁ),'un voldmen de esta solucidn se mezcla con un vold
'Mﬁn iduéi cte suspensién de eritrocitos de carnero al 5% en POS =~-

;(v/vji qa”inouban en bafio merfa a 37°C durante 30 min, Los EA son
'~]avadms tres vecas con PS5 y llevedos a una concentrécién de 108/m1
v'an Pﬂa. Anﬁes e su uso, los £A son sometidos a un ensayo para obh-
‘servar,sq5giabilided y que no aexlsta aglutinacitn, tas células de

dadn‘bsnua,~mmntenidas en cultivo durants 24 hrs son lavadas con -

a7



LY

Fﬂx G incuhuduq nusvamente con 1 ml EA/caJa a 37°G durante 30 min..

1Pangcurrid0 asta tiempo, se lauan tres veces co PBS para eliminar

lds eritrocltos rasidueles“ Sa tincn y se evalua el porcantaje de

roﬂutab con. el mLcroJronio COmpuPStDu

a8



~ VII. RESULTADOS

Dai'miumo7qup que la mstodologfa Fué subdividida en los‘apar—

tudos A,68y G, 10s resultedos son as{ mismo expresados.

“»A;'Lan producciones de c¢dlulas de exudados poritoneales de ra-

tén o los vuetro dias de la inyaceidn, fueron en promedio dg ==~

35 x-lO@ calulag (raf. 1), de lus cuales aproximademente el 709 -

son wacrdtegoe, 20% son linfocitos y 10% granulocitos. En ratones -

no Gsﬁimuladws sa encontrd una poblaclén de 4.5 X 108 células en 1a

cavidad poritonsal, de las cuales aproximadamente el 95% son granu-
.15:1%oa, gl 4% emon linfocitos v el porcentaje de macréfagos es muy
bajo (menos de 1%) (Tabla 1).

‘f:Eﬁ*Xﬁ Grdfica 1, s8 observas el incremento de la poblacién de
VCélﬁiasrda la cavidad peritonual respscte al tiempo cuando los ani-
mglus gor estinulados. De los 4.6 X 10° qua normalmente S8 encuen--
tren, asciende hasta 37.5 X 10° ¢€lules a los ocho dfas. E1 incre--
mento do les cédlulas en la caevidad tiene lugar en dos etapas, la -
prinora iue w56 lnicla a los &7 mlnutos, registrandose un m&ximo ds
16 X 10” cdlulay a las cuatro horas de inysctado gl irritante, apar
tir ﬂaluste wmonento y hasta las 192 horas se reglstra una disminu—-

ccidn en al incremento de células por unidad de tiempo respecto a la

primer otapa.

La Brd@lecs 2 reprasenta la vespusstae celular con respecto al -
tiempo degpués de la estimulacidn de los animales, Puede observarse
arn primerilugur—qua la poblatidsn noxmal de leucocitos de la cavidad
paritonaal estd mayormente repyresentada por los granulocltos (apro—

wimadamonto el 97 de la poblacién normal). En segundo lugar, qus -

a9



er ur principio la manifestacidén de la respuesta celular .asociada
il lms munnuitos se. detecta después deylas 8 hOras posterior @ la
Lnynucjdn dhizl. irritante. £l numﬁnto pob1n81onal de estas cﬁlulaa

mﬁ'nxuonancxul furante loa dos prlmerna diaa. Este incramento en

al nmrtwntm1u da,macrdfaqas es‘concomltante al decremento,en elv—‘v

noiu'ntu]u da granulocitos. En teroer ]uqar,‘caba mencionar qua a
1ms qo9pm{n5 =o Pqu tra un 1ncr9mento de linfocitos en la cavi-—
uad ﬂ(lLtQHHLl udqu1rlendo su maxlmo a los cuatro dfas. Par ﬁlfi
r'mu £ mtdidu uup numcnta cl numpro de linfocitos mds macréfegos, -
n1 nunmra du qrannloC1tos dismlnuyn tal que el aumento es exponen

:mal,&
"*:ﬁﬂ;1ﬁ GrﬁfiGa'3 58 obéervavla relacidn ent¥e &l AGmero de cé

‘lﬂih° d ﬂViddd peritoneal de ratén cultivadas por caja (su--

'perilbne d: ﬂﬂl g’ mm ) y el nmera dp estas que se adhieren. Las

Lres uurvna Corra,ponden’a célu]na provenlentes de diferentes tiem

pob]uc1onu1, sc vw pprjudicado elvextnndlmlento de las mismas. =

Luandn ,m cultivun 8 A 10 célu]as se encuentra unn cantidad Ser-—

thfnnfnrJu (1 ﬂ X0 10 células ddharldaq/caja), puesto -quo el ex-

pndmeanfo gale! uc Fav0r901dn y ln caja Pntrl se encuentra satura=

d Pnr Uanin du aata concantrucidn se observa un mejor extendi-

annin, puro ux1sta ‘Bl incmnvvniunLe del bajo porcentaje de célu-




leig adherwntég‘hur1Caja;z,'

huwpuéu defod‘hora de 1nuubﬁ016n, la exlstencla de células -5

Con rnnnuzdud uﬁhoronLe en el qnbzunadunte Fué determinada por cu1 

tlvn s ln nuspwnnlﬁn en nueva 5 Ga Jaé, y caracterizadas mediante -

’pVPDAPWCLOHP" an thocontrlfugc‘ Se reglstré la presencia da macrd
'tagms o suspr s1dn @ purtir dv la concentracién de 8 X 10 célu——
1nq,,'ﬂUPUHPHleLJ por un J%, pﬂra laq concentraciones de 16 X 10

6 ‘
v pmwn ?2 x 1D;gde dﬂ/ dol total, o

Fuémae,Lut

‘va*tﬂ la bduid‘d perltcneal a)w observa QUE ln poblacion granula~
L{Llwﬂ md_iu prinora que tieno un- 1ncremento en respuesta el antf-

6
”vno, udquvwcndu un. méx1mo a ]ug_ls horas de 21.12 X 10 células,

ourludn o pnvLLr Hul cual,_amnxﬁ an a*declinar estos y a aumentar
10& mnbtﬂrﬂUUE, obfervandose qua S las QG horaq hay 25.6 X 10G ma=
pidflnug; mL»ntraq que solo ?.B 4 100 granulocitos. En cuanto a 1a
vPrnfxpu du‘luﬁ Jnnrorlto su md <imo  se observa a los 4 dias con -

uprn Lnaunment G 65 A 1D ba]ando posteriormente"\s 76. x 10

qu1r10ron unn morfologiu redondsada ,dbservandose inhibicibn del -

,extendimdhnfn, Eale erectozpﬁrdurDsGG mantDo tiempo despufs del -

cual Tnu Lélula adqumoren su mor”ologiﬂ y estructura iniciales pe

ro numunin :1 qrndo de vacuoli?ncndn y de- thendimicnto. Estasgcc-

5l



rmncwntrpciono dc l mg 6 menob,por"llll

onzima on
unm:muyfbnﬁa ,nntidad dm célulmsrlus que p

UL nu;

Ge nruhdrtumblen'la CEQBCLUad de la calchicina para separar

;Pn memu u;nblw n-las cﬁlulas del sustrato,”Se encontré qus la qi
'totoxicldnd»de tsta indich'dun a una'boﬁqehtracién de 5 umol /caja
en FBS libre de Ga oy Mg a 379G, causa un 15% de muerte celu--
1uf éh!unm hmra, 25% enld'hcfas'y 40%’6 més a las 24 horas de ex-

DﬂoJCJﬂn o osts dlCﬂlOldE. Ln virtud de que la muerte r‘e=»1ular se

ve 1nur:mtntadP con: el Llempo dp exp051ci6n, se decldié utilizar

lax CC]ulun en Lns ;primernas horas del tratemiento.

.uandu la cuncentre01on che colchlclna fuC de °,umol/caja, se’

roqidtré unn muo*te cslular de un ?GV'de 1a pab1a016n total de ma

bPUftUUQ un'ndu vl tlempo de pxpnsicx ”.»5°dP 4 horas a 37°C

stid en adlcionar 51mu1tJneamente

tn un trntdmlento‘qun*concr

‘ ~ DLLH]d ,umol/caja de. olchlcina y 1 mq de tripsina -en PBS

iliBr@ db»ha" Y. Hg y 0u1L1Vundn en cajaa da pléqtiCo, 52 8ncon-

Htrﬁ quaaa?d7ﬂu exlste,muerta oolular con o sin agitacidn mecfinica

(u nndo un hnno American 0pt1ra1 Lo., qcientifio Instrument Oivi-

u‘UH H..}w.), cncmntrando maynr acparacién y proporcionalmente ma



YO muvwrn o@ lulrr Cuando lmﬂ.rﬁlulas Fucron 1gitadas. Este mismo
lruLdmlvﬂLu mrvriuudo a ’OOF wrnduce muy. bLJa separuci(n de las -

rllu1n« y,ru mudnrn cuando es uuomnanndo con aqlta016n suava. con

pznwiq perm nn‘ﬁevobtlonen huenns rcsultadps en la viabilidad de

1o c:i?'zlu:fﬂ:f,"

‘~

Uuund> nujnu de plustlcc nuc1onales (Duranqo Vela) y cultivan

1

s

uq PB-j in Ca' Mg : Qislnb, se observs que se

{

do l:: G f,é‘l“ié‘l“
1dCletuhh‘l; uwpnrnc1on celulnr al res uspender con agitacién sua
va (nn unu plpetu, ubtoniendouu cn cqte caso buenos rpsultados de
’v1wbwlmuac "55Lo conduao a 1ninntar lu Fracc10nacldn de las célu-

11u nnrmvp:handn su. rapldnv para adherlrse a la superfi01e cuando

S0 puasLo.yon Lultlvo;fhaciendo separaoiOnes dp aqudllas que se

mdhi&rmﬁ,a71avi horaa,vP.q hords, 3. horas Y 4 hora sy fraccionan
dolas da usin Forma en 4 qrupn A nuestrn JUlClD medlante carac-—
.Lcr;ﬁnuion mor:olégica rnsultuxun ser grupos viablag pero hetero-
‘ﬂﬁheﬁ?./r cLie ‘u pr esentaban @n Lodoq lo; cult1VOs cantidad de cé&
'1u1ﬁs‘de'Furmu uurdrlca, de Forma fu91Formp y dlversos tipos de -

hlugnmientm.

,Anuloqemcniu s hizo una .hnaracién celular durnnte una expo

yciuLﬁn en LOlChLGlna (5 umol/c 1d) de 90 minuto Se obtuvieron -

‘trm1 fPﬂPPlOﬂBOanDS (una Cada 30 mlnutos) de los mecrdfagos y en

.umua und dw Dlln al’uer resembrndas enccntramoq diferentes gra-—-
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lnr vu]u'u‘ tratada con cancwntraciones variables de protea

sm'( qun LhUmLCn] Lompnny U.h. A, ) en P8° libre de Fa , y Mg

37“L, tuwran ohe ﬁrVadaq Cdda lh wLnutoq, Fncantrnndose QUB la enzi

ma mﬁmctm la vjﬂbi]idad dP Jan cﬁlulaa a parfir de una con
- -4 :
cidn de 100, Lnniendo la mdklmn muer+e celular (10%) a los 3D'mi-

nutos dé'expoaL316n. A los 60 minutos de incubacmﬁn las célulaa —

adhoridas n%nwrimentan una-reouperacién rép:da, manifestada por un .

;xL(nuxmlpnco A ivo, lo ﬂue pqrvcn 1ndicar una. pérdida de gctivi-
e por pnrtﬂ dp'esta en21ma' B,Los resultados conuuerdan con los
rnpnrtmdo pmr Hnbinnvitch y Destefano (197?) ‘A las concentracio-
UL lﬂ . y 10 la cnzlma 010 tiene aFecteg sobre el extendi-
mlPﬂTU, DD[ lo QUe las cClula 'adQUleren.Fnrma redondeada. Después

‘dm urt trmtnmi@nto dP 2.15 horag,

toda° las células fueraen cultiva-

Ln estos cas s‘s bsevé QUe a: 135'94 1

seqdn nues tro CT‘tBPLO v1ablee.

o A oh e
ﬁor‘vﬂr el Ga y Pl Mq _cntione

cia Yo leundlmento de los macréfab"
1973} un p1nvpdlmiento alternﬂleo

de.mdtoa cationes.,

Una aanantraCi{n del 2 d’ EDTA (Rabinovitch y De Stefano, -

 71975) Fué ampleada para separa lqsgmdcrﬁfagos adheridos a caJjas

Perri da vidrio y pléstlco. 0 rééUitédos indican que a una tamgg
ratura do 400, la cﬁlulas no roéultan ser afectacas por el EDTA
‘al sar rerultivndns in vitro, nn ‘tanto que cuando la separacidn -
5163 nFerLua iz H?W, astab resultmron ser mds sencibles, ya Que se =

;registrﬁ_un mlevudo grado de muerte celular, a 3700 las célukas -

o —
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1uorun uxpuontus al FUTA por unu hora, encontrandoae bajo estas <

candioinnn' mayor rendimiento duicélulas saparadnu del reclpiente,H5

para ba]u vinhnlidad (uproximadumunta 10%). Cuendo las células son%‘“

1ruLmdu rnn 11 oluciun da FDI & dQC a los 20 minutos se notan

uumblmJ en osu morluloqla lleganUn a adguirir una Forma casi BaFéPi ;

bu, ain cmbalgn la accién del ENTA no es capaz de daspegar las cé

lulas.dafla ﬁuperflcie,dal recipiente, y es necesarmo,agmtar el_mg.

dio, rovutpwndlvnoa viqoroeamente con pipeta; LaS<células pudierﬁn

uad fruuclnnulqs & incubarae, fnrontrandosc 8n- este caso una muer—

£ ce?ulur ca91 toLal (mésvdel‘wu%) Se substituys la agitacidn ~

con prnLu ﬂur uﬂlfncién con el bHHD de agltacién mecénica, sin lo

‘Orar 1u FraL(iOnaciﬁn de. las célulag. Fabe agregar que los rendi--

mientos de Lé) 1'5 se'a ai Ls‘pfrficie por estas técnicas -

swn,bngos"'

siﬁiMQ++ a diferentes -

en todos los casos

sa ucampnna comn rué descrzto ﬂntﬁviormenta con agltacién mecénica

uun ian1e Puundn la tempcraturt 1ué:der?G"C, las células no expe-

rlmunturnn wmbmnf a ]O° 20 mlnutas“de eSte tratamiento; a 1590 el

Fﬂﬂ dn 1a poblncjﬁn total tpni’“ crma eoférlca y no es sino —-
~ha bn 10h lUuu unn saparacid Ula 'xismas que al ser cu?t1va~m

dda prusanturdn muerte cplu

S ron Iﬂs mismmﬁysmpara01one

milarca,

=

a3



cuaros,  se idanrén ofrov méfndos para separar a loq macrﬁFagos en

d:turpnteb uuhnmnlqcmnea sobru 1a base dp su densndad, utilizan~~fi

do p]pq Ll?u e Pcntrlfugacidu dlferenrial

Se hLJO un qradiante dlarontinuo de- Percoll diluyendo este -;f
£030 vmlumrnes Vﬁ"ldb]ﬂs de agua pero siempre agregando Nacl al -ﬁ

5N GG puru uhttnor una solucidn Flnal dn 0. 85% dP NaC1l (Grﬁficn 5);

’Ln Lulula° de cxudado pvritnneal al ser centrifugadas en as-

o ]ﬂ\dLentc da Parcoll, ae . repartmerbn lﬁbbandaa, designadas -~

por qu nummrms sucesivas-dal 1 al 2ap rtlr”de la superficie del

Eulbdo dP’CLHlepUQG (Fotografia 1)‘”L‘srcélu1as se repartleron en -

]L"ilnturflses tha’ cada den51dau cuyos indicee de refraccidn cgme-—-
rees punUPn a 1.3365 a 1 3?8" 1 3385 a l 340J, 1,3405 a 1,3425,

1. dd”P @ 1.3a45 l 3445 a. 1 4u5 1.3455 a 1 3485 y de 1.3485 a -

::B obaervd QUE las cuatro primeras bandas

1 J”Ud[ ruupeCLJVﬂmentP 
‘dpl ULﬂﬁanLG dl«continﬁo ron tlan ca51 esrluglvamcnte de célu-——~
rinr that me mncrofﬂhico (Fréfica 6), Por ejemplo la banda 4 es staba
‘ 1nLeqradn agr e' an de mﬁcrdrngos y- 5” de células no adherentes,
Esta Luavfﬂ bandatcontenia al 49/ del total de los macréfagos del
‘pxud.dm vaJtononl y el a?ﬁ duT recobrado cn el gradiente, Laa -
trus»prlmurxb handas cons 1ston unicamante de macrﬁfagos, mientras
qdek1a bﬁnda 5 estuaprinclpélmente compuestea de granulocitos (80%
»y—gﬁﬁtiéne:solo,éﬂ% dé,macréfagos. La banda 6 esté integrada por
“los qranulnritn y’por los linfocitos yue en este caso represenfan
| pruxlmndnmnntu al 5 de las Cﬁlulaq de la banda. Como la banda 7
-con t{n vasi exclusmvamante de erltr001tos, no se incluye cuando
s6 hub1u dﬂ? numnro tobnl de células. Las CélUlﬂa de cada banda -

fruarun nuwacterx7ndas citoldgicanente y cu antificadas (Tabla&?)

e



il HPUJO o ol cual non rncuamradmo.

son el tip

Dadn QuqflbsimaardfadGSf

terﬁv}”1bd«dﬁ 1o banda a fua,,arpurlfiradcs aprovechando SU pro--

ﬂLLde UnAddhnron01a,'y poder posterlormanta efectuar su. caracte-

TL’(CLéﬂ Funulmnul, aLn<lﬂtGP_ PuﬂCiQ de mtros tipns celulares,

émh'vn-,e leo,‘ 1 cldn totnl de células de la cavi

unn pPTlfOnoﬂl,‘, {%agos. Cuando las ctlulas son co-

Loredun & vl qrndiant 'dlscontﬁnuo; y centrifugadas, sz tiene -~

QUP 1a sung’ Latml da loc porcenLaJe de macrdfagos en las distin-

‘vtnm}banduqfeé m]o d_] 61 73u, 1n'd1Ferencia s debida probable--

montm‘<~1\ nurdida por adherenuiu a las paredes del tubo y por la’

~munrtn culut&r, “viden01ado por .un gran nfmero de restos celula—
"rcm'mgtectudaa erlas tinciones o cue por-su baja densidad no pe-
netriran en- el geadientes.

':ﬂh‘]a cantidad ihicial dp élulaq GOIGCadas en. el gradiente,

-

56 Y(LUDPFO aprnxumadamente un‘BD (Praficu 7), el ?O“ restante -

.rorreﬂponun'r l‘ suma dp 105 or rocltos,(bqnda 7), célulaes adhe-

r‘daq’dl Lubo v fBStO celu,arcs.

nda_ln bandn 4 del grudiwnte diseontinuo en la gque se de-

1_ljmuyor numero de macrdfnjos, se decidid subdividirla por-

mecl du un Jrndlent continum nreformado, preparado por ultracen

rirur;

tm'nrudiwnhm“dié lugar a 3 boanras bien definicdas (Fotogrmfinnz].

59
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raoupﬁ nvon u d1ferentu" rnglnnea del qrndlpnte (Figura 2)

nurru)pmnﬁawnlu* o las tres handas y i laq Lr@s regiones entre-*War

niluﬂ.' .o dnnnldddps dptlru“ do estag variaron de 1.3355 hasta -

» O
aun LaLnl ﬂc HS K 1.0 aelula que~ve centriFugarén, -
ﬂq ﬁﬂ}” lH ‘uxnn recunwradd en lng reqiones obtenicndosa un -

nnru,ntuQx.

‘mernr' untrm rwglonev de cste qrndlente contenian macrdfagos con -

"Qﬁ*tu‘m‘f du pureza (Grdfica 8). En ld regldn 4 sa encontrd el -

i

: PARES

  343$), n osta raqlﬁn c] ?B% de las cClula son macréfagas y

'dﬂ] cotu] de célu]as reruperadav (con indice de refraccidn -

  81 rééfdeON,qranulocitos y células ‘cebadas (ordfica 9). La re--

"q1nn i.5' Lnru]rnﬂa por 20% das macr(FaQos'y el resto de las cé-
,1u1asl nn qrnnu?acltoo y linfnratos grandes, En 1n regidn 6, con
f[nﬁ;an uP‘anruuﬂlén de 1.34aw,,se-encontraron los eritrocitos vy

cnntidadas’pguupnas dermaCrﬁﬁagns (no més del 25), (Tabla 3),

L.SymLﬂPO'PQOQ de cada una- de las bandas del gradiente dis-

Lnnl.num / da '1asrfracc1ano” dPJ continuo Fueron estudiadas con -

,_ruauvctn'u du Iuhilidad para 1uqncitar esfcras de latex y capaci-
dud ﬂdPﬂ fnrmur roseta de tﬁ (rabla 4 y 5] Para el gradiente -
dis uuntinun Imf dntos cuantitntivor indican que la habilidad Faqg

_cIilcu dn 1Du mucrdfagos de 1aﬁ dlatlntas subpoblaciones se va in

rrnmvntnndo cnn 1a densidad encantrandose un méiximo en la banda 3
Lun"un ”f; .”dn lav céluln que presentan dicha propiedad, A par—

qtq Uandn se encucntra un desenso gradual hasta la banda

‘fir de

8. im:lur cumpnrtamicnfo se prosentd para el caso de receptores
'Fm;nmrn;[, £ r:Le gradiente.‘ﬂabp mencionar que la banda 4 fué

,évnlundny(nmra estasuppqpiGdems) a partir de los resultados del

53

'ﬂm WLLUDGPﬂClﬁn fntnl de aproximadamentc 90, 5%. Las prl o



fecdien e 1u;cinuo (Prufira 11)

lns vélJlud Ubt?nldﬂa ds 1ns difprentev'regiones dal gradien

W] tnutinun urununtqron un gr‘dn do fagocitnql variablp En la -,v'

reqmon,l'mn_rn:nntrd un. ?B% du Lflulas quo fngocitnn latex..Este

povrnntn]u aumuntu en la

5065 en la cuarta regién"’

ido.,
Sandloga

refsvnmr%(l5d'

Obs“IVﬁ un fo

‘Ptas para l_,reglén 1, llegando e un

sie, 5 ie ohtuv: 3N 73

1DDH‘0n Jn 1rgrun d y dlsm:nuyendo hasta 40% en 1la regién 6 (oré-

15)

 3Lq:imtc¢siuad de la fagocitosis asf como de la capacidad pa
ra memnr~ru5étﬂdo so'evalué‘como'banVCuando habfa menos de 5 es
,fc;ur dh ]ufax ingeridas, o 5 rﬂrmtrocitoq,adherldos y fuerte cuan

do ¢Londuern ern mayor (Praflta lO y12 ) ’aln embargo -se observé

que MLEHLLH" huhTﬂ mnyor porrvnt ualquierp de estas propie

dndp" ln J”LPndldﬂd de la raan‘ | p"por01onalmente mayor.

fier WUJ dos qradlpntea,‘ 31 el_digcon inuo se registraron las

' maﬁbfnvvcnncentra01ane; do lnaa 1ma;5siendm las células de la ban
e 2 lar ruc'mnyof cantidad. ccrptarﬁn (2 14'x 10 /uq) Se abser
Vé,qunn‘ﬂ" fr1ﬁ ciones del grndlmnte uontinuo secretaron cantldadas
dallismz;mn Quejdisminuyen can el_aUmento de la densidad da las -
mﬁlU1n5;7Hh sez anervﬁ una rvlnC16n da lag cantidades de lisozima

°(Lernuu pnr las célulns da ]u” distintnu bandas del gradiente -

dis runtfnun (Tabla 6). o -
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CONJUNTU DE CELULAS CONJUNTO DE CELULAS COMPROMETIDAS DIFERENCIADAS : SANGRE
PRIMITIVAS TOTIPOTEN- PRIMITIVAS PLURIPO- '‘PERIFERICA
CIALES TENCIALES \
——— ’
~ /
| \( o K O)
! 6}; Linfogito T inmadure LinfocitoT
~— P
Progenitor linfolde }\ ) - }‘ O
Linfocito 8 inmaduro Linfocito B
ook,
1
( @) \ \:Aoqawvloolio l - e } Plaquetas
\\/y\
CFY-C TP
/O \ L Monacito - maceotage 1 } Monoclte
\—/ } N\ Gramlogito l Abastecimiento ., .
f.-\\\\ Neutopoyeting ~ KA~ Granulocito
3 ERC TTGEA T T e e e e e e e e e s e
. e
! CFU-E —
Adorenovacidn Autorsgovocion T
i @ {/-OJ —<_ Eritroide Fesmsonmm=- <~> Erlteocito
~- N
/./ ~ & /
! - N
") (@ - = 7
. P .
— ~—— +
5C  CELULA MADSRE (stem cell) C FU-E . UNIDAD F ORMADORA DE COLONIAS ERITROIDE
CFU-L-M: UNIDAD FORMADORA DE COLONIAS MIELOIDE LINFOIOE ERC . COMPORTAMIENTO DE CELULAS RESPONSABLES DE LA ERITROPOYETINA
CFU-8 [ INIDAD FORMADGRA DE COLONIAS DEL BAZO CSA : FACTOR ESTIMULANTE DE COLONIAS
CFU-M 'JINIDAD FORMADORA DE CGLONIAS DEL MEGACARIOCITO Ep ! ERITROPOYETINA
CPU=-C ! UHIOAD FORMADORA DE COLGHIAS DE CELULAS MADRE MONOCITO-MACROFAGO, NRA { FACTOR DE LIBERACION DEL MACROFAGO
TP i TROMBOPOYETINA :

BFU-E I UNIDAD ERITRDIDE DE PROLIFERACION RAPIDA

FIQURA No.!.- ORIGEN, INTERELACION Y DESARROLLO DE LAS

TEJIDO

1

~ LINFOCITO

~-MACROFAGO

I

|

|

i

|

!

|

I

}

!

!
i’//
§
\

CELUL &
T ENDDLELIAL -

= ESTROMA

CELULAS HEMATOPOYETICAS.

~}~ Extrarenal
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s por raton x 10°

&

4

7?~|

11,2040 1.3802
-2

lesl2 .

48 ; el 96 SLodeg ~t en horas

, _ GRAFICA No.1-Va rlacldn en: el nempo ‘del ntimero de celulas que
| ~ estimulados con un irritante,

22833 : 'Loqt en horas

acuden a la cavidad peritoneal de ratones

|

C o i



TAhLA 1.7P0r¢bntéjéiy'nﬁmero dejéélulnérdegiawcdvidad peritoneal

[

Granulocit

Linrocitns

GélulaSAindean~7@' '
aq(,) i

Células exlrnidJ¢ ;
por ratdn (X 107)

Presnncip d@-erisggu
tracitos” :
[faCrvﬁz a‘j(]t‘ B 3
(x 107)

branu&ooitor! ST T e e T S R
(x207) 88 3,17 9,6 16,7 - .21,12 20,24 5.6 2.8 0O
Linlm61LL Lo e ’

A&{.ﬁ;‘ ; ;‘i:"{'bﬁ._' | ;: n
(x 10°) ) 7:9tQZf“052' O.Qk, .72 0,78 1.46 5.65 ' 3.76

& s e e »
Se encontraron desde un nimero. apreciable (+++), hasta ninguno (-).
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0 03010 08020 . 09030
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GRAFICA No. 2 - RESPUESTA CELULAK INMUME EN EL
INYECTALC INTRAPERITOHEALKENTE UN IRRITANTE.

48 96 192 “t en horas
' 4 LCS QUE SE LES HA




ADHERICAS

% 10° CELULAS

540 4

480

420 -

360

300 -

240 -

180 -

120 -

60 .

KB

A e g e et i e i e s e e

GRAFICA

32

X 10° CELULAS SEMBRADAS

No. 3. nEsPUEsm’ DE- LA  ADHERENCIA AL SER CULTIVADOS DIFERENTE NUMERO
. DE CELULAS DE LA CAVIDAD PERITONEAL DE RATONES ESTIMULADOS -
72, 96, Y 120 HORAS DESPUES DE LA INYECCION DEL  CASEINATO _DE" soDI0.
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9030 12040 13802 - 168l 22833 Lob’i,en horos:;'f""

| > 4 B |65 | 24 :’ 92 “ten horus
- GRAFICA No. 4. - CINETICA D5 APARICION :E,LLUCOCITOS EN. LA>
o | . cavipap swnx O';A DE RATONES ESTINULADOS( LAS CLLULAs‘e}*
v | - o - ~ FUERON ll)bf\'TIr IL.ADA EN\ Px(hPAhA’quN s HEC!HAS EN C 'T‘OCEN-‘ LR

TRIFUGA Y TLhIDAS‘CON M$Y~GRUNWALD-GIEMSA.
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INDICE DE REFRACCION

¥=1.3347556 —~ 0.0001935 X

%% DE PERCOLL

GRAFICA . No. 5 RELACIONES ENTRE EL INDICE DE REFRACCION Y LA DILUCION DE LA
. .SOLUCION ESTANDAR UE PERCOLL. LA SOLUGION DE PERCOLL FUE DILUIDA GON -
" VOLUMENES VARIABLES DE SOLUCION SALINA DE NaCl 85 % Y EL INDICE . m
DE REFRACCION MEDIDO A 20C CON UN REFRACTOMETRO BAUSCH AND . LOMS.
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FDTDPRAFIA ND

 Un1qr1dﬂente dIQCDntlﬂUO de. Percoll con células
‘mhtnnjdnq de la cavidad paritoneal de ratones esti-
muladns 1ntrnpar1tonealment con caseinato de sodio.
'1lu cnleLLa de células se ranlisé 4 dias después de
la 1rr1tnr1dn. La cpntrifuga016n de las células a -

’JGO'Q rasultd en‘51eta_banQQs, L e

G7
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MACROFAGOS _ c ol
- === GRANULOCITOS ‘ Lol
= LINFOCITOS S T R

—— it iy —

'SUBPOBLACION  No,

- f GRAFICA 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 NUMERD TOTAL DE CELULAS EN CADA SUB-

POBLACION. e

(50
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TARLA T

;Uw.Lribuulﬁn te las chnlaq en el qradienta disc'"t

“daeg puﬁs de conirlfuqaﬂns “las células se detuv,

las 1ntmrFases da las,densldades.

WHROLL

(%)

FEFRAGOTON

TPD DE CELULA M/\CRDF/\GDS -

TNODICE . DE- ‘CELULAS
Y PORCENTAJE oy

(%

10

200 o

a0

~1.3300

1.8485 0 ——

A

oLaEae7 'macréfagugﬁ(loo) 0.32

3425

444

 Eritrocitos (100)  —

69

nu~ .

(2%

-



AL

(4

g

CUPER

RE

CELULAS.

=

s - DET

O--m-———0 INDICE DE REFRACCION
TOTAL CELULAS RECUPERADAS
LTSI MACROFAGDS

LY

- T A Ty e
1 RECUE R

UNK\ i- U£.; u\ c" 'ADO LN BASE - .

‘VWAJ.Jb‘ADHmnhHL;x Ph LO ~,,4" : sU. pORCLN~*_'

U, c_mcum.uo H:)"'IJIHRI NG : 'fm. I NUMERO“‘

RENNISS : JL/\ l Hr\i.' J( l/\ 3 (_.L.I UL/\ o ,UL)RH‘U\[)/'N I‘i S.
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lag cdlulas funron cwluchﬂnm feabe radiento oy ﬁﬁnkrnrpﬁw””5 i

—

GO0 g durante 15 min,
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FAaLA 3. UiuiribuuLﬁn dc lus cﬁlulaa en e] gradiente Gontinuo des~”i

'qu{s dn uwntrifugadas.jlns células dc aste gradlente co—-

“V“jrrﬁbponden a 1a banda 4 del qrmdipnte dlsoontinuo.

n/\f\‘bn‘ CTHDIEE DE - ’{‘,E[__U'L_—}\S 9 TCPQ DE DELULA MACROFAGO
o AEFNACGION (%) - Y PORCENTAJE () -

~

1 1.3380~

. 1.3355

T “1.3413° 7
1. 3418

1.3a31 s ;
' . Meocréfagos (98)
' (38lulas cebadas
y Linfocitos (2)
Macréfagos (20)
Linfocitos y s
Cranulocitos (8o) . .

1.0431- Lo

2 : )
S L3435

513080

» s T ff"%ﬁfv; © Macréfagos (2) "
3 - PR .._;f'r“ .8 . ’ » 4
G ”,3 ‘lJJ, “;;_9, . Eritrocitos (98) - 0.8




TARLA @ Fagocitosis y formocin de rosetas por los macréfagos

'T;zhﬁlﬂybﬁhddsjdel gradiente discontinuo. .

oANGA - DISVRIBUCION - TOTAL DE . DISTRINUCION  TOTAL
UL U FABOGITOSTS  FAGOCTITOSIS . DE ROSETAS - RDSETAS

T S : " . :

Lo a 17,

]

i

-

ciltas sobral

o significa menos de 5 cadas 6 menos’ de-5 eritrocitos
~ sabre 1o maubrana del macrd

= siunificn’qua*nbﬁhay
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Tar S

Fogocitosis y Formiwdén dp rosetas- de “los- mmcréf&gos de

' 7i‘ tistiniag J”ﬂd.s dal grﬂdlanL@ cnntinun.r L

s D TERTAUS Iﬁ!\ o TDT/\L 0z 1 Tﬁiqtmow 'anAL
F‘.,'s!.'u{i_, S :

'f,;;;; FAGOR IT("luTu ,..;‘-}\ume:rfa oE. nosmv‘ "nossmo :

his -

LGﬂ?iLOt

LLLUu

knbrn 1u

S0 mﬁs‘esFeras'dw"ldtékwfagocltgdasgi75 o més eritro-

uparflcie dol macrdfago.

,o-ﬂlﬂﬂlrLCd mnnms de :asfera 1agoc1t a.m éfS eritrocitos

,rnhrr-' ]

a:mumbrana del m1cr6fnn0.
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Ta5lA 6. Gontidades de lisizima secretadas por células en cada ban

da o Fraceién cuantificacién se realiza por espectrofo
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- VIII. DISCUSINN
rLa téch1¢a emplaada pafa laidbtencién do las cé&lulas de la -
'uﬁviuﬁdkhwritoheal indueidas wertlants una reoaccidn inflamatoria -

con Qauminata des sodio, en dste trabsjo, proporciond una metodolo

gla mﬁy (41l para la ebtencidn de diferentes leucacitos con poca

maxcla da otros tipos celulares, pues durante las primeras horas

la enlscls celular es casl exclusivamente de la linea granulociti .

ma{ en Lanto Que al cuarte dia.de induccidn la pobhlacidn es sobra
‘téﬂm de fagocltos mononuclearas. La mayoria de los fagocitos mong
nucléarus son mrobablanonte dardivados de monacitos de sangre pardi
Périca qQue ruaimntamehta 1llegan a la cavidad peritonsal dﬁrante -
lé'rmacbidn inflamatoria y no de macrdfagos residentas, ya que es
tog Gltimos norealmente no pucden dividirse, esto gafantiza ung «
hhifbrmidad gy la poblacidn de células. E1 aumsnto detectado en -
1la poblamidn da células linfofides puede deberse no solo al fendma
.hé dg dqimimtaxis.‘sino a la proliferacién (Rosenthal et al 1978)
vy waduractidn inducide por macrvifagos, a_travéz del factor de dife

renciscidn da timocitos (TDF) gue por lo menos in vitro induce a

lﬁ‘@mduraaidn Func1Qna1 de lus linfocites T ({Beller and Unanue
“1977, ﬂell@? gg,gi 1978),'Pdr& apoyar éstm suposicidn serfa necew

‘sariao egtudiar si el incremento de linfocitos en éste proceso in-

flamatoric se debe exclusivamente a los linfocitas T. Por otra =

parte, es de importancia el hecho de que el  porcentaje de ma6r6~
Fuguﬂ; del total que migra n la cavidad, prasenta un.aumento de
tipo exponanclial, similar al norcentaje de granulocitos que desae
naraﬁeA(gréFicn 2).‘10 que suniere la existencia de un mecanismo

ant ol organiswo que controla inverssmente la proliferacidn de am

"



CVITII. DISCUSTON
SLa téenica expleada pard la obtencién de las células de la -
‘Caviunu puritahmal inducidus madliante una reaccidn inflamatoria -
con Gaseinato oo sodio, en dste trabajo, proporciond une metodolo
gfa muy Gtil para la obtencidn de diferentes leucacitos con pnca

mersla da obros tipos celulares, puas durante las primeras horas

la culscty celular es casi exclusivamente de la linea granulociti -

Ge; en Lonto que 8l cuarto dfz de induccidn la poblaecidn es sobre
5&0dm de fagocitos mononucleares. La mayorfa ds los fagocitos mono
huﬁiﬁ&fns'sdnfpvdﬁablamante darivados de monocitos de sangre peri
._Féfiﬁm qu raaimntemeﬁfe llegen a la cavidad peritoneal dﬁrante -
la rea¢Cidn inflamatoria y no de mecréfagos residentes, ya que es
tog (ltimos novealmente no pucden dividirse, esto garantiza una -
thfmrmidad en la poblaclién de células. E1 aumento detectado en -
1d-poblaciﬁn da ctlulas linfoides pusde deberse no solo al Fdnémg
Aho‘du quimiutaxis,‘sino a la proliferacidn (Rossnthal EE El 1978)
ry naducanidn inducida por macréfagos, a_travéz del factor da dii'e

renciacidn da timocitos (TDF) guea par Io mevics in vitro induce a

la waduracidn funcional de lus linfocitos T (Beller and Unanue
1977, peller et al 1978), pars apoyar &sta suposicidn seris nece-

'sario gatudiar si el incremento de linfocitos en éste proceso in-

flumatorio se debe exclusivamente a los linfocitos T. Por otra ——

'paftc;"cs'dé=importancia el hecho de que €1 porcentaje ds maér6~
faros, ééi tdtal que migra a lae cavidaed, presenta uniaumento de
tipo equnancial, similar al porcentaje de granulocitos que desa-
ﬂp&PBCG~(g?ﬁFiUﬂ 2),'10 que sﬁniera la existencia de un mecanismo

an ¢l organismo que controla inversamente la proliferacidn de am
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bos tipos calulares; esto podrism ser llevacdo a cabo por la protef
re Guo dnduss o la proliferecién de macrdfagos y granulocitos co-

ngcida como BEYT.

: Par Gltimo dado que la poblacidn finel de células (37 6 X 106]

am la cavidad paritoneal de ‘los ratones ss mucho mayor que la ini
LlnL (3.3 x Jﬁ ), gsto indica que un tiempo después de la indut—-
.uiﬁn; muching de 1oslieucocitas peritonealas que estén presentes =
ai‘mQMﬁmto de la irfigacién Fian "sido reemplazados por células que
rocientanente ucudieron a la cavidmd el arribo de la primera cé-
VJu]u'ailn oavidmd peritoneal tisne lugar a los 57 minutos aproxi-

madamente (Grdfica 1),

£ biety sebido que la midula dsea es el sitio de rapida pro-

S liferacidn de las cflulas sanguineas, y que éstas van ocupando =-

diatintos comnpurtimentos en la médula, siendo el Gitimo comparti-
manto dondn sg almacenan las cdélulas que reemplazardn a las que -
S50 wootentran en la sangre paceiférica en sl mowmento que sea necew

garid, Segin nuastros resultsados, el nimero de células que se al-

o ps . 6 . .
mocanan e 8l Giltimo compartimento es de 16 x 107, mismo Que S8 -

duplica por proliferacidn activa en la médula aproximademente a -
Tis 67. 5 horas
AL infentﬁr la separaciﬁn de las c8lulas adheridas a las éu

'purlioiuﬁ de . pldstico y vidrie con agentes quimicos, estos produ-

jnron canbins mnorfolégicos, coam una psrdida de la adherencia, una

diSminucidnldel grado de extocndimliento, acompafinda de una abundan

Cte nusrtne celular (mds del 90Y con muchos casos), esto sugiere que

a

muchag deklﬁs funciones de las célula se vieron fuertemente alte-

=
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racis ol cuploar orocedimientos Que imn11€an 1a aPﬂGPﬁCldn de -

1uﬁ ocftulas, del ,uutrqto, ln PUﬁl pupde interprct rse como aviden

cin da Ta fmpmrtancia da Ja Orwnnlznciﬁn 1nterna d@ las miofibri-
Tlits v 1oy ,113nr de adhusldn y en 1a organ125016n qanerdl de la

céluyla, Dicha organizacidn se vid ndversamente aFeCtada por la —-—

colchicinn rrl inter?erir con 2] citoesqueleto de 1a~célulafy 5or -

1=

La

‘ . N | -
duﬁnncuu de Ca "y de Mg en el medio, y la accién complejante

' fdal {DTA u] Fmrmdr Pnlace de coordinaai6n~con estos'cationes i

'dﬂd pratpolit1ca da 1 enzima que al

‘i lmnnr ante senalar sin cmbargo que la senara016n de las

céiulx 'Llana‘luqar a medida nue 5@ 1ncremmnta la doq1s ‘del agen-

r;te‘kum1n1do, y narn1elamenta a’Bsta Bparacién se nresenta el -

'qrndu d@ mucri celular.* “.

,f.aLo normnte obtener Ia, siguiente ‘conclusidn: Toda célula —-

que}5e,sggqra“del:sustnqto‘ppﬁﬂlqsiméﬁoﬁqé'aqui descritos tiene =

muy pocas probabilidades de sobrevivir, pues el proceso da sepo--
ramiéhmprdduGe'mlteracionQS'irrev@rsibl&s en ellas, y por lo tan-
'toﬁnm~a51réc¢mendable utilizar_éstas células en algin ensayo an--

tes de P4 haras después del trotamiento.

m
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E%Vu intprprptacidn estﬁ ﬂnoyada por‘los resultadoq de nume-

TULU% tratamjontos r?ﬂllvndo fun Psté trabﬂjc que indican la per-

dldu dn vinbiljnad y 10 bajas randlminntus de células separadas,

A nmfnrnnrma de 0 tos mftodas ln Vlabilwdad te las células -

'rucnpnradav dm 103 ﬂrﬁdlentpv rontinuos y dircant{nuoq fué del --

OHC Y- dv1 ﬂ%.hﬁ rGSpPGLIVﬂmPnLG. Estos altos porcentajes indlcan
“la mtmc uuniu de la tPPnlCﬂ de separacién celular por gradientes

chis uunﬂ1dnd

Ldbﬂ eluluq Dbtenldn eri cada densldad presentaron dlferente

qrndu ¢ ?Qamu0117ac16n, qua di minuyé con la densldad3de1 medio,

~ 10 que've”ﬂxpllra por- el hcchu de Que: el contenido acuoso da las
vmuunlas.es s dlluido, y por tanto, mencq d@nso qup el cltoplas
e P1rvun(untw, alterando e 1a dansldad tntal de la célula, el =-

mJemo annmrtnmlpnto de dlsmlnucion en: la actividad resnecto a la

Uanldaﬂ Fuéd obs Prvadn pnra la\nct1v1dadlfagoCitloa vy para la cao-

pnn‘dnd ﬂn Fmrmn61én'd0:roqet

as_EA, nudlendose conclu1r, en gene~

xn] que o maynr-densidad de 1n elula.menor\es,su;act1v1dad fun=-

u1nn11.g

e?yru,dvnqﬁdud y mayor r‘u qrndn.de_faq001tosia y formacidén de ro-

:Otﬂ LA, ontonces la disminuommn de ‘tstas propiedades funciona——
lés; on 1mq quorltou de 1as bnndas menos densas que la 6pt1ma en

Pndn qxuntmntp. se nndria intnrnrvtnr como que una.gran rnntidad

. -



da mrmbrnnags P'lu]arP% Fué 1ntur10ri7ada al Fnrmar e las vacuolas~

“OQue s aumonk

‘t?o.basp 1@9

lus raﬁultaduq 1nd;cmn qnn 1Dq mncréragos tde la cavidnd pérlg

lﬂuPH] dU Tdtﬂ”ﬁw18utlmU1BdOJ no: astxn formados por gruposffuncio[

‘nulm*n1“ dlhi1”in es dec1r, que seglin los indicadorés'analizaaéf'

dbs”eh]éﬁtp Ir;hn]o (qrado de vncunlizncidn, adhorencla intensi~"

Cdad de la ar

*imu) nu ledtc cn conJunLU una dlferenria

tde la ca-

al queflos macréfaqo

‘ﬁe encuenfren estas cclulas.
funmnurqmoq lns‘técniCHJ dp separaciﬁn por gradientes de -

UUHSJUdd'pWﬂH dnknrminnr cua] ag la mejor, observnmos que la-den-

‘indlra yu snu qupj
tdndn Pﬂranll a que la ”GDOFHGLDN 3':fﬁ” ‘lpgradiente i g

POHLTHUD no huya‘dido pFicnz.

a7

'}nunsfa Fn0001tlca, reCeptores nara Fc«y secracidn dei

Yy



1'nun 05 uuuqr}mx pues nermwtp hurPr una’ svnnrncinn de Ias cﬁlu-— :

las mas rnnﬂ,‘wn quo 1n CLHtPlfUﬂHCDDﬂ del Pprcoll al 40‘ a altas‘

7‘cuyor indices de

unluumdndpn,qﬂnﬁrn eqnontnnnﬂmwntw un qrndloni

.vqrvmnn ) f“"de 1 3055 en 1 ’pnrtB superlor del qradlonte,

haﬁtn‘L \u?ﬂ wn ]u :nFPr'Dr, runqn Pn‘

lns hulﬂ?ﬁ" mn1:udnq en el qrndxrnt dlscon{fnuo, nudo obqorvnr-.

30 qdemmr‘xnp 11 hnnda 4 dpl grn

o :,-!.
e R

'aunque no ==

eLimulados de 1d uavidad perltnnaal

uﬂrﬁﬂ ni ro xﬂrwtinﬁe%elfvalor aquivanccntradn pUdiESG cambiar,

' Ehgﬁéﬁh@éhff‘iliteratura PnDOrtﬂ QUe cmpleando la propiedad

Jé'uuhﬁvnnu a,t 'obtlennn rendlmlontos dc hnstn 80 de recupera-
,cién,ge'vvadn purpzn (dp 60 a lUGG), v1ab11¢dad (957) y actividad,

u&mo Lradn par Vuflas pruebas.t)Ln Pmbarqu éstas pruebaﬂ se PPH11

céluldé[ﬁéhnrmda; en las supcrflclcs de la cajas Petri por log —
diéfiﬁﬁoé2trntmmientos mas traron %Bgun nu9¢tro criterio un buen -~
'éshédm QB uimbilidqd‘éﬂ mlnutqsrdgspgés de separadas, lncramentﬂg
dosa 1o muerte celular a madidm.que'trmﬁscurre el tiempo encan--—e

k-1

.68

;1icua1 Dstan cmntpnidus —

Lentﬁ dlscontinuo en rpjlidad rp~
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Lranda que o lao 2¢ horuu ml wancnthe de células viables es muy

(Y

0.1 c’nm“) ;

;no a5 rvanmendahlc usarlas para algdn ansaﬁ

v pnt dp diuhu tlempo.,,;“

*"Le truano-sc,encnnird que la mEJor técn} ca- da separa;_‘;}

clen ’ﬂﬂrzqr‘ﬂlantﬂs.ﬂﬁ ccnrrifuqquén de Percnll aprovgchando-ﬁ‘

1la tmgb‘dw' chmnnLaclﬁn dJFPrnnrlnl que preacntnn lﬂa cé]ulas.}-?'
Pdr'mpﬂim dn ﬁn*a denlca se obtienen altos norcentdaes en la v1a¢,f
thluﬂn ru tun-:élulas (BF.'ﬂ para el qradlenim d;scontinuo y 98%+jf

e n? LUHL{HHD) nlta rvruppr 330N (80 y QO.JM res nectivamonte a

;lu hvvlduﬂ nazlLuncal dc ratonn eqilmulgdos en Fraccloneﬁ de dis

.tln'a uuu JHQU,’Jddﬂ fraPch nrcaentd una 1ntensidad:Variable a

la r@spuaan perta Faqacltdr p-tﬁrm ‘de latex, en su capacidad pa-
ri armar rquut&stA:y*secreciun de Jiso7ima, estm'hace' pensar -
an:qum']mﬁ mauwéfago de la cavidnd s0n - una poblacidn homogenea -

CUYas dllUPLHPilq nn ln 1nten&1dnd a lns prooledadasimedidas se

dabi: @ dl Gtu rn*-,e;m, ’z,trad‘

ain= mbar‘fm nm
Jla FﬁthD

dud | I--lt‘.np’ps."zr' E_L_e_rj; 19'79]

ite tipo do estudins con macr

canns Fuoenlka,

no



CAPENDICE T |
 GOMPOSTCTON DEL WMEDIA DE CULTIVO
- EAGLE'S MODIFICADO
GOMFUESTO o g/t
Gatil, anhidro oo poo.00
Fe(tly)ze8Hs0 rorme 0.10 .

Wil [PEEES Ot 400,00

1190, enhidro R . 97.67

Rl e 6400, 00
 Hefinl0ge Hgd o R 125,00

Glucosa 5 o 4500.00

Rojo Fenol Sl e * 15.00 .

LefAraining HOL : ' 84,00 =
L-Cistina 2HOL ' | 62,57
LGiubanina | S ' 584,00
slicina | - o 30,00 : ,
Ltitntidina HOL.HZOD 42,00 R
L-Tsoleucina IR ‘ 105.00
L~lgiscina ST 105.00
(~Lisina HCL = C - 146,00
L-ttobionina . : 30.90
L-Faiilalanina © . ' 6G,00
L=Srrina , T ’ 42,00
L-Treonina 95,00
R L-Triptéfano A 1G.00
-  ieTirosina (sel disddica) =~ 104,20
 Levalina g 94,00
DePantotenato de Gﬂlpio;;rhf;u 4,00
- larero da Golina iji;f ”~« . 4,00
CAcidns Félico e e ' 4,00

L-Inasitol ' S , 7.20

dicolinamida ; : ' 4,00
Piricoxal HOL - 4,00
frihni Yavina 0. a0

Tiomina HG1 4,00

Nuim: Fl1 opH oda e aolucidn gse ajusta @ 7.2 v sa es =
Cerllieza por motio de un filtro Milliporo de = -

o, 22 p,
9



AHENIIGE

o u»rma SI0TON D

i
£od

CoipUESTD /1t
C.'l.rj.'f"f.l;f"d e sadxo(NaCl) 8.00
1 'z’ffTL-m:‘ukr-;j' ile pot'asi‘u (kc1) _‘ 0.20
Ufi.F.I‘"f;l;l.'r“(_‘;""‘C“i'.’j)‘ cnlciar dihidrw:add o
f(C§u1;;éﬂﬂﬂ} - "_ | 7 0,10
,,',i""!'m'*a h;m mugnbsla haxﬂhidratado S
. fl Hnn nOri O) | N “U.iD‘ |
"“t (me,a Lhm‘“:sim da sad ,
'(un o, ,?w O)‘"Th ‘ T.15
VH; Lu u.usmbn icc)depulu:sio |
‘fflw vu ) sl 0.20
CFase U-i‘:r‘u;aa aire
’r-h:.t}:;" FLoph ey ln stluuirSn s ’aju st o 7.2 y se aesteriliza
e .,m!lm de e f‘iltl"u ff:il]‘.\.pmrn de 0.22 He

e



APENDTCE*IjI e

‘COMPOSICION DEL PBS LIBRE DE Ca*2 Y Mgte

COMPUESTO : g/1t
Cloruro de sodio (NeGl) 8.03418
Sloruro de potasio (KC1) | . 0. 24361,

Fosfato dibdasico de sodio dihidratado

{Maghno . 2H,0) o L7847
Fosfatn monobdsico de potasio | | ‘
» (KHEPOA) e ; . - 0. 20000
Fase gaseosa : | - eire

Nota: El pH de la solucidn se ajusta a 7.2 y se estariliza'bor me—

 dio de-un filtro Millipore de 0.22 u.

92



APENOIGE IV

PRODUGTDS SECRETADDS POR L.0OS FAGOLITOS MONONUGLEARES

ENZTIAS
Lisozima
Protoasas neubrales

Activaror de plasmindgeno

Colngenusa
Elastuan

Angictengina~-convertasa

Hidroleses Goidus
Proleasan
Lipasas
(decoxi) Ribonucleasas
Fogfatasaes
Llucosidasas
Sulfataons
Arginuma
COMPONENTES COMPLEMENTO
Gy ~ [:5 : .
Facstor B
Factor D
Propeordin
Inactivador © 3b
I ,
IMHIBINOAES DIE ENZIMAS
Inhibidoros do plasnina
s-Macyoglobulina
PHOTETINAS DI ENLACGE -
Tranaferyin:
Trangcobalaninag IT
Flbranacting ‘
NUCLEOSTDOS Y METABOLITODS
Timlcding
Uracdilo
Acido drico
PIROGENOS EMDOGENDS

METABOLITOS REACTIVOS DE OXIGENO
Superdxido
Ferdxido de hidrdgeno
Radical hidroxilo -
oxigentn 'Singlet®
LIPIDOS BIDACTIVOS
tiatebolitos araquidonatos
Prosteglandina Eo
G-ceto-Prastaglendina Fy
Tromboxnno
Loucotrieno
Acidos hidroxi-~eicosatetraenoico
Factores activadores de plagustas .

FACTORES QUINIOTACTICOS PARA NEUTROFILOS -

FACTOAES REGULADORES DE SINTESIS DE PRO-

YEINAS POR OTHAS CELULAS

Hapatocitos : i
Amiloide A del suero o
Haptaoglobhina

Células de la cublerta sinovial
Colegenasa ‘

FACTORES PROMOTORES DE REPLICACION DE:

Linfotitos (factores linfocito-activador)

prgocursoras mieloides (factores colonia-

estimuladores)

{'racursores eritroides

Fibroblastos

Microvascularizacién

FAGCTORES INHIBIDOAES DE REPLICACION DE:

lLLinfocitos

t;élulas tumorales

Virus (interferon)

- Listeria monocytogenes

Fuenti@: Nachan et al 1960



APENGICE V-
CARACTERTSTICAS DE LOS MATERTALES PARA LA ELABORACION DE GRADIENTES

RENOBAAFTIH

vUntéj&s: Altm~déqsidéd>‘m liiﬁyigcqﬁiaéd;-ho‘es thico. no produce
égregaéiﬁn daklas célﬁiéé;;éé éé£éBl§;‘f&@ilmehte obtenible en émpu
las wstériles .y no as costoso. . | |

Desvonta jas: Alta osmolaridad (1:5DO m0s) pdr 1o que las c&lulas —-
Gaﬁt?ﬁfuggdga zn Aenografin san réd@cidas“en volumen y se incremen-

' taf5u dansidﬂd.
ALBUMTHA | |
thtajas: thadia devvisécsidad bajarqﬁe bFrace un efecto protector a
las células v reduce la agraga&ién.
'Dméuéntajasz ifeil de prepevar, costoso, suscsptible de contami-—
narse, so desnaturalliza con vwlativa facllided, osmolaridad varieble
entre arganismos de la misma wspecie y entre espacles diferentes.
FIupiL
Vuntnins: Tratandﬁsa de un polimero de sacarnsa, es astabla, ficil
devmaﬁejar vy forma soluclones claras, 8s una molécule no cergada —-—
h9 enlaza fones de la soluclin y por tanto no afecta la osmolaridad
dul madio,
Desventajas: Alta vieccoslded, las cflulas se agregen y su osmolari-—

dad es variable.

CSTLIGA COLOIDAL
Ventajas: Bala viscosidad, bujo costd, sus propiedadas se conserven
en lotes difaeyrentes, '

Dasventalos: E£s téxico para las células.

94
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APENDIGE VI

© MEDICION DE LA LISOZIMA

1Pfeuuracidn‘de'1a$ugplucicnaséﬁsy'BQ

CSOLUCTON A, SR R -

3.68 g de fosfato diécidd'de,aodio mondhigratado (NaHzPoa.HZO)

'an A00 il de agﬁa hidestiladu.

SULUCTON B.

.78 g de fosfato mqnpﬁéidd da sodio (NagHPD,} en 400 ml de
‘aguanbidaatilada;,:}l; ~1 }«;f ' .
»Solhcidn”A'y-B’sa'mezCIQn en la siguiente proporcién: tres vo

lﬁﬁéneé'de'ﬁ_Més uno de B so agitén y se ajusta el pH de la mezcla

& un velor de 6.3, posterdioreente, as adicionado 33.2 mg (por cada

100 w1) de polvo de Micrococus lisodecticus por ceda 100 ml de la

“nazcla y se deja reposar durante cuatro horas minimo a una Eempegg
tura de 4<l,

SOLUCTION G

280 wl de solucidn de cloruro de sodio 0.3 M. -

PRUEBA

‘Sa_agregun con pipetas diferentes:
O.S ml de cloruro de sodio. '
1.8 ml de solucidn de brcterias.
| i.O ml da medio a probome.
Y 80 lee en gl sspectrofotometro a 540 nanometros una ggz ca~-

librado el aparato.

G
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