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ABREVIA

TURAS

CFU= Unidad Formadora de Colonia.
1gG= Inmunoglobulina G

IgM= Inmunoglobulina M

IgA= Inmunoglobulina A

IgE= Inmunoglobulina E

1gGs = Plural de Inmunoglobulia G
IgS = Inmunoglobulina de Superficie
Ag = Antigeno

Ab = Anticuerpo

C3 = 3er. factor del complemento
Fc = Fragmento Cristalizable

PMN = Polimorfonucleares

EDTA =

Ig = Inmunoglobulina

Xi= Marca de Clase
I.C. = Intervalo de Confianza
S = Desviacién Standart
PBS= Solucién Amortiguadora de

Fosfato

Acido Etilen Diamino Tetracetico

ADCC = Citotoxicidad Mediada por Células Dependiente de Anticuerpo

Células NK = Células Asesinas Naturales

Células K = Células Asesinas

Rosetas E = Rosetas Eritrociticas

Rosetas EA = Rosetas Eritrocito~Anticuerpo

Rosetas EAC = Rosetas Eritrocito-Anticuerpo-Complemento

ml = mililitro

7‘2 = Media Aritmetica
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INTRODUCCION

Todas las células de la sangre, incluyendo granulocitos, monocitos,
células plasmarticas, linfocitos y fibroblastos de médula, parecen formarse
en la propia médula 6sea a partir de una cé&lula precursora comin llamada
célula primitiva pluripotencial 6 unidad formadora de colonia (CFU).

Se piensa que ésta célula puede duplicarse para mantener un conjun-
to constante de células primitivas y también es capaz de diferenciarse depen-
diendo del estimulo en linfoide y mieloide, ésta ultima a su vez es capaz de
dar una serie especifica de células hematopoyéticas, por ejemplo, eritroi-
de, megacariocitica y granulocitica-macrofago.

Son muchos los datos que parecen demostrar que el linfocito "'no es
upna célula terminal” irreversible como el granuloclto, sino mas bien una cé-
lula que conserva potencialidades para diferenciacion ulterior. (2)

Inmunolégicaineiile se reconocen el linfocito B y linfocito T, el pri-
mero origina la célula plasmatica y es la destinada a formar anticuerpos e
interviene en la Inmunidad Humoral, a los linfocitos T les corresponde la re-
sistencia a las infecciones virales, rechazo de injerto, la hipersensibilidad
retardada y la inmunidad contra el cancer. (3)

Los granulocitos, células fagociticas y moviles, constituyen la prin-
cipal defensa del cuerpo contra infecciones bacterianas por medio del meca -
nismo de fagocitosis.

Los monocitos son células fagociticas probablemente relacionadas

con los macréfagos de los tejidos, funcionan en la defensa corporal contra
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las infecciones sobre todo en la formacion de granulomas y en la eliminacion
de tejido lesionado, también interviene en reacciones inmunes, probablemen-

te transformando el antigeno para activar una respuesta por el linfocito.

-5
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~RECONOCIMIENTO DE CELULAS QUE PARTICIPAN I'N LLA FAGOCITO-

SIS Y I.A RESPUESTA INMUNE A TRAVES DE RECEPTORES Fc Y C3.

Por primera vez, hace un siglo se postuld que en los invertebrados
las células amiboideas fagocitaban, lo cual constituye un mecanismo de de-
fensa, se observ6 que las células denominadas macrofagos tenian la capaci-~
dad de ingerir y destruir a los microorganismos patogenos, resultando co--
rrecta la hipotesis de que los macréfagos y sus precursores, los monocitos
de la sangre, han demostrado no sélo ser importantes durante la defensa con-
tra los microorganismos, sino ademdas son partes importantes en otros pro--
cesos inmunolégicos, como es la sensibilizacion de linfocitos, la regulacién
de las respuestas de los linfocitos y la resistencia a las celulas tumorales, a
este proceso se le denomind posteriormente FAGOCITOSIS. (5, 6,7, 8)

Cuando se inician los mecanismos de defensa local, se ponen en jue-
go eventos que estdn directamente relacionados con la actividad de dos tipos
de células fagociticas: a) leucocitos polimorfonucleares y b) fagocitos mono-
nucleares, denominados ambos como "fagocitos profesionales’”, debido a que
sus membranas citoplasmaticas tienen receptores especializados para la por-
cidn Fc de las moléculas de 1gG3 ¢ IgGl y para cl fragmento C3 activade del
complemento. La presencia de estos receptores hace que aumente el proce-
so de fagocitosis, ayudando asi a la ingestion de microorganismos que tienen
IgG 6 C3 activado sobre su membrana celular. (12, 43, 44)

Las células fagociticas ""'no profesionales" 6 facultativas incluyen a
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las células endoteliales, células epiteliales, fibroblastos y otras células que

ingieren microorganismos en condiciones especiales, perc no poseen recep-

tores especializados de membrana para IgG 6 C3. (3,7)

a). - LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES. ~ Estas células pueden
ser de 3 variedades: neutrofilos, eosinofilos y basofilos, siendo los prime-
ros que intervienen principalmente en la fagocitosis, son lag células que se
encuentran en mayor cantidad en el torrente sanguineo, tienen una vida me-
dia de aproximadamente 7 dias en circulacidn, no se dividen, contienén gra-~
nulos de enzima hidroliticas tienen la facultad de poder emigrar a los sitios
de inflamacidn y son de gran importancia durante las infecciones agudasg.

1.2

b}. - FAGOCITOS MONONUCLEARES. ~

Estasg células derivan de los
promonocitos de la médula osea y posteriormente se diferencian a monocitos,
acumulandose también en los sitios de inflamacidon. (1, 2)

Estos 2 tipos de células son capaces de reconocer e ingerir particu-
las, dicho reconocimiento se lleva a cabo mediante la unidén de éstas a com~
pucstos solubles en el suero y posteriormente a receprores presentes en la

membrana celular. La digestidn es por la accién de enzimas hidroliticas pre-

sentes en el citoplasma celular. {5, 6, 43)

FAGOCITOSIS INMUNQOLOGICA

En general este proceso mediado por receptores para el fragmento

Fc de 1gG 6 para el componente C3 del complemento, se lleva a cabo por los
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fagocitos en 4 fases: quimiotaxis, opzonizacidn, ingestion y destruccién.

El fagocito puede reconocer particulas extraiias a &l siempre que es-~
tén recubiertas por una molécula para la cual presenta un receptor llaman--
dosec a este recubrimiento OPSONIZACION, una vez rodeado la particula por
la opsonina puede ser reconocida por los receptores de la superficie de la
membrana, a la cual se une, llevandose a cabo un cierre de la membrana pa -
ra dar lugar a la formacion de una vesicula dentro del citoplasma celular,
llamado fagosoma, (con la formacidén de ésta, gran parte de los receptores
que actuaron en el reconocimiento regresan a la membrana plasmdatica, apro-
ximadamente de 24 a 64 hrs mas tarde), estos fagosomas se fusionan con los
lisosomas presentes para dar lugar a los fagolisosomas, dentro de los cua-
les la particula ingerida es destruida al llevarse a cabo la hidrdlisis enzimi -
tica, actuando ademds varios factores como son el pH debido a la produccitn
de dcido lactico, enzimas proteoliticas e hidroliticas, lisozimas, sustancias
bacteriostdticas como ia lactoferrinas y polipéplidos Caiiduicos, asl coinio la
mieloperoxidasa. (3, 6, 23, 43)

El constituyente termoestable es una inmunoglobulina de la clase IgG
especificamente de la sub-clase IgGl e IgG3, las porciones Fc de esta molé-
cula son reconocidas por las células fagociticas debido a que presentan en su
membrana celular receptores especificos para el fragmento Fc de dicha IgG.
Se sabe que aproximadamente de un 75 a un 90 % de los neutrofilos circulan-
tes en sangre périferica presentan éstos receptores, aunque la unidn de los

complejos Ag-Ab a dichas células, formadas por particulas cubiertas con
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inmunoglobulinas depende de la integridad de la regidén Fc de tales moléculas.
(5,7,11) Ademas de que éstos receprores pueden ser modificados durante la
inflamacién y en ciertos estados patdlogicos. (13, 44)

Por otro lado el factor de opsonizacién termolibil se atribuye princi-
palmente a un fragmento del tercer componente del complemento (C3). El
rompimiento del fragmento C3 como consecuencia de la activacion de-la via
del complemento, ya sea la clasica 6 la alterna, produce dos fragmento C3a
y C3b, siendo el méis grande el C3b, e inmediﬁtamente después de que es ge-~
nerado es capaz de fijarse a la superficie de las células u otras particulas co-
mo bacterias y hongos. (5,11, 22, 44)

El fragmento C3b facilita que los leucocitos fagociticos reconozcan a
las particulas a la cuales se fija y sirve como mediador para la adherencia
de las particulas a las células al unirse a los receprores especificos presen--

tes en ellas. (11, 22)

LINFOCITOS
Son importantes estas celulas debido a su participacién en la respues-
ta inmune, y las vias en las cuales pueden determinar las respuestas del
huésped.
Al igual que para los macréfagos y PMN, las cgracteristicas de la su-
perficie celular de los linfocitos determinan la via por la cual son reconoci--
dos materiales extraiios y la via en la que la respuesta inmune pueda respon-

der de mejor manera a dichos materiales. (6,11,15)
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Los linfocitos estdn compuestos por poblaciones heterog€neas de cé-
lulas y como consecuencia cada una de éstas poblaciones muestran funciones
diferentes. En los humanos existen dos poblaciones de linfocitos en general:
Linfocito T y Linfocito B. (1, 2, 6)

LINFOCITO T. - Son producidos en médula ésea y posteriormente pa-
san al timo, O6rgano en el cual adquieren las caracteristicas superficiales de
la célula, por lo que su funcién se hace diferente de los demas linfocitos, pos-
teriormente pasan a los tejidos linfoides secundarios y se concentran en ma-
yor cantidad en la region periarterial de la pulpa blanca del bazo. Estan cons-
tituidas por 3 subpoblaciones: linfocito T supresor, linfocito T cooperador y
linfocito T citotéxico. (1, 6,42)

Los linfocitos T en general juegan un papel importante en las funcio-
nes de la respuesta nmunc celular (hipersensibilidad), reniendo que ver con
la respuesta inmune de organismos facultativos, tejido de drgano injertado &
ciertas acciones virales. (5, 6)

Una propiedad tnica de los linfocitos T humanos es la capacidad de for-
mar rosetas con células rojas sanguineas de carnero, dependiendo del método
puede haber una gran variacion en el porcentaje de linfocitos que forman rose-
tas; el aumento en cl tiempoe de incubacién asi como la disminucién de la tem-
peratura de incubacién, el tratamiento con neuraminidasa aumenta el porcen-
taje de células formadoras de rosetas; la formacién de rosetas con eritroci~-
tos de carnero (rosetas E) requieren de iones bivalentes y pueden ser bloquea-

dos por el uso de EDTA, también pueden ser bloqueados por enzimas proteoli-
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ticas, drogas adrenérgicas y colinérgicas, corticoides y sueros antilinfoci-
ticos. Se ha demostrado que sblo las células vivas forman rosetas E y que
este receptor se forma a través de un proceso metabélico activo. (15, 20)

Wilson v col. en 1983, reportaron haber encontrado linfocito T con
receptores para C3b los cuales fueron identificados por la fraccién i(ab')2 de
conejo anti-C3b sensibilizados con isotiacianato de tetrametilrodhamina y
complcjo con anti f(ab')2 de conejo para teiiir los linfocitos formadores de
rosetas E. El 97 ¢ de los linfocitos T que soportan receptores para la frac-
cién C3b del complemento también fueron capaces de unir agregados I1gG. lo
cual indica la presencia de receptores Fc para IgG en éstas celulas.

Los linfocitos T que expresan los receptores C3b tuvieron un gran
nicleo y citoplasma con rebordes finos baséfilos. Esto indica que este recep-
tor se encuentra presente en el linfocito con caracteristicas determinadas. (10)

LINFOCITO B. - Son producidos en la médula 6sea, posteriormente pa-
san a la bursa 0 bolsa de Fabricio en aves 6 de su equivalencia en los mamife-
ros, pueden diferenciarse eventualmente en células plasmaticas productoras de
anticuerpos y responsables de la inmunidad humoral. Estas cé&lulas son conoci-
das como linfocitos B (células bolsa dependiente 6 célula médula 6sea depen--
diente) siendo las células plasmaticas la forma extrema de la diferenciacion,
estdn relacionadas con la inmunidad humoral, ya que producen anticuerpos (ab)
especificos que sirven como receptores para antigenos (Ag). (5, 6,42)

Se ha demostrado que existen receptores especificos para la porcién

Fc de moléculas de IgG, tanto en los linfocitos B, como en los linfocitos T
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asi como en macrofagos, estos se han identificado por su capacidad de union
a la region Fc de moléculas de inmunoglobulinas agregadas 6 que forman com-
plejos con el antigeno (Ag). (11,15, 44)

Ademas en ciertas subpoblaciones de linfocito B, T, monocitos y gra-
nulocitos existen moléculas receptoras capaces de unirse a determinado com-
ponente del complemento, en especial el C3b y C3d. (6, 11, 44)

A partir de estos estudios, se ha podido demostrar que la mayoria de
los linfocitos B tienen un receptor para los complejos Ag~Ab 6 inmunoglobuli-
nas agregadas, este receptor es especifico para un sitio de la porcién Fc de
la molécula de inmunoglobulina, ademéds se ha demostrado un receptor para
el componente C3 del complemento (5, 42). Muchos linfocitos T de sangre pe-
riférica tienen la facultad de formar rosetas con eritrocitos de carnero, sien-
do utilizado este marcador para la identificacion de linfocitos T, muchas de
éstas células tienen también receptores de membrana para la porcién Fc de
1pG y de IgM. (10, 20,42)

Los receptores Ag especificos de las células T y B son esenciales en
la generacion de la respuesta inmune especifica y puede ser requerida para
la distribucién de Ag a través del huesped. (11)

Los linfocitos B y T pueden diferenciarse por su aspecto cuando se ob-
servan al microscopio electronico, ya que las células T muestran una super-
ficie lisa, mientras que las cé&lulas B estdn cubiertas con microvellosidades,

en el laboratorio las células T y B se identifican ficilmente por la presencia
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6 ausencia de marcadores de superficie. (38)

Las célululas B se caracterizan por la presencia de inmunoglobulinas -
ligadas a la membrana (IgS), la cual se determina con antisuero heterdogo
6 especifico contra un tipo de cadena, marcadas con fluoresceina; por esta
técnica 15 a 30% de las células de sangre periférica se han identificado como
linfocito B. El uso de antisuero especifico contra las inmunoglobulinas indivi-
duales ha proporcionado la posibilidad de identificar las clases de inmunoglo-
bulinas de superficie que existen en los B, siendo que se expresan co.n mayor
frecuencia en condiciones normales IgM, IgG e IgA, y en menor la IgD, las
cuales son muy escasas. Exiten diversos reportes respecto a la frecuencia
con que se presentan estas inmunoglobulinas en los linfocitos B y en algunos
casos se da la IgM como la mds abundante, mientras que en otras se repor -
ta la IgG. Las razones para estas discrepancias en los diferentes estudios no
estdn claros atin, pero puede depender de la diferencia de los marcadores
flucrescentes usades. (1,5, 9,13, 38)

El recepror para la fraccién Fc de las inmunoglobulinas es otro mar -
cador de superficie de linfocito B, este receptor fue usado para diferenciar
linfocito B de T, ya que se considera exclusivo de aquellos, pero en aiios re -
cientes también se ha demostrado en una poblacidén considerable de linfocito T,
asi como en células no Bno T. Se ha sugerido que la funcién de este receptor
es participar en cierta forma de citotoxicidad mediada po r linfocito B, (1, 4,

5,9,15,17, 20, 31, 32, 35 -41), también se ha demostrado que un poco mas de
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la mitad de las células {g+ portan receptores de complemento, este receptor
no es una sola especie molecular, y asi se ha detcctado receptor para C3b,
C3bi, C3d, C4 y Clg, estos receptores son diferentes a los receptores pa-
ra Fc(l6), la funcién de este receptor en linfocitos B parece ser lade esti-
mular la proliferacién y diferenciacion de esta cé&lula plasmatica. (1,4,5,9,
16, 38,41)
MONOCITOS

Esta célula es un leucocito fagocitario que se encuentra en la sangre
de los vertebrados, se distingue ficilmente de otras células sanguineas por
ser la de mayor tamafio (17 —20/4f_) y posee un nidcleo oval endido en su porcidén
media, después de abandonar la sangre y entrar en los tejidos, los monocitos
se transforman en macrdfagos y se tornan fagociticos. (1)

El sistema monocito —inacrét’ago no es una célula en su ctapa final y
por lo tanto sus propiedades y funciones son més variadas y complejas que
los demdas fagocitos. El macréfago sobrevive mas tiempo en los tejidos que ios
neutrdfilos, es capaz de dividirse y transformarse, y puede ser estimulado
para sintetizar diferentes enzimas y otras sustancias de acuerdo con las nece-
sidades del momento. (1,9, 11)

Es un hecho conocido desde hace tiempo que lav ingestién de particulas
por los fagocitos se incrementa por la presencia de factores séricos, anti -
cuerpos especificos, anticuerpos naturales y quizds por otros factores.

Los monocitos tienen receptores en la membrana plismatica para el
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reconocimiento de [gG) e IgG3 y para el tercer componente del complemento,
teniendo estos la funcidn de participar en los procesos de fagocitosis. Ademas
de tener una activa liberacidén de proteinas que estdn involucradas en los pro -
cesos inmunes. (1,5, 11, 34)

Los receptores para cl fragmento Fc de las inmunogloblnas presentes
en los monocitos son de naturaleza glicoproteica con un peso molecular de
60,000 a 68,000. (11,17)

GRANULOCITOS

Los eosindfilos circulantes comprenden de 2 a 5 % de los leucocitos de
la samgre periférica poseen un didmetro de IZM y morfologicamente se carac
terizan por sus grinulos que se tiiten de rojo amarillento con el colorante de
Wright. Los granulos eosinéfilos son considerablemente mids grande que los
granulos neutrdfilos, estdn compuestos de una proteina basica que contiene
zinc y peroxidasa, pero carecen de fosfatasa alcalina, lisosoma y proteinas
bactericidas, la actividad principal de los eosindfilos es la defensa contra los
parésitos, durante la cual aumentan sus receptores con el objeto de acelerar
la destruccion del pardsito. Los eosinéfilos tienen potencia fagocitaria que in-
giere complejo Ag-Ab y ademéds desempeiia un papel importante en los fenéme -
nos alégicos. (1, 5,9) Los eosindfilos poseen receptores para Fc de IgG. (4)

Los baséfilos se caracterizan por tener grinulos ovales electro den -
sOs que contienen compuestos biolégicamente activos incluyendo a la heparina

y la histamina, los basé6filos portan receptores que ligan la porcién Fc de las
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inmunoglobulinas IgE, hay de cien mil a un milidn de sitios receptores por
célula y es univalente (1), éstos receptores estdn relacionados con el desen-
cadenamiento de la liberacidon de la histamina despies de la interaccion de
las inmunoglobulinas éon el antigeno especifico, los basofilos son células
blancos para las inmunoglobulina E en la anafilaxia y en los fenémenos alér-
gicos, estas células también poseen receptores para el tercer factor del com_
plemento. (1,5, 9)

Los neutrdfilos son las células que se encuentran de un 60 a un 70%
de los leucocitos circulantes en el humano, tienen un diametro de 10 a 20/{ y
su nicleo poseen de 3 a 5 l6bulos con hilo de cromatina. El neutrdfilo maduro
es primordialmente una célula fagocitaria con dos tipos de granulos; los gra-
nulos azurd6filos contienen hidrolasas dcidas, peroxidasa y lisosomas, los gria-
nulos especificos contienen lactoferrinas, algo de lisozimas y fosfatasa alcali-

na.

apaz de fijar e ingerir materiales apropiadamente

d

El neurrgfilo cs

opsonizados una vez localizado en los tejidos, en virtud de portar receptor pa-

ra Fc y C3. Los neutrdfilos son capaces de emigrar hacia el estimulo (QUIMIO
TAXIS) en presencia de numerosos factores quimioticticos, incluyendo produc-
tos bacterianos, proteasas de los tejidos y componentes del complemento. (I, 2,
3,5,9)

1.os neutrdfilos poseen receprores para la inmunoglol_)ulina Gl, G2, G3,
G4 y para la IgA, carecen de receptores para la inmunoglobulina M, D y E.

4)
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Los receprores para el fragmento e de las inrmunoglobulinas presentes en
los neutrdfilos son de naturaleza glicoproteica, con un peso molecular de
52,000 a 58,000 (11, 17). l.os neutrdofilos no unicamente reconocen particulas
recubiertas con fragmento del complemento (C3) 6 de 1gG (Fc), ni el recono--
cimiento se lleva a cabo unicamente por los receptores de membrana estruc--
turalmente especifica, si no que ademas existen otros tipos no inmunoldgicos
como son; receptores hormonales, factor estimulador de colonias, linfocinas
(factor inhibidor de la migracion), insulina, lactoferrinas, transferrinas, re-
ceptor para lipoproteinas, etc.

Por lo tanto, el término receptor puede significar la capacidad de los
neutrdfilos para reconocer y ser activados por una molécula en particular. (5)

De lo anterior podemos decir qQue los receptores que fijan la porcién

Fc de las inmunoglobulinas y el componente C3 del complemento dotan a los

fagocitos de su capacida

ast la velocidad de captacion de dichas particulas y por lo tanto el proceso de
fagocitosis, esto se ha podido demostrar al poner en contacto neutrdfilos con
particulas inertes de latex de poliestireno, en ausencia total de opsoninas co-

mo C3b 6 IgG. (5,13)

CELULAS NK
Estas células carecen de inmunoglobulinas de superficie 6 del receptor
C3, poseen receptores para la porcién Fc de las inmunoglobulinas y contienen

concentraciones extremadamente bajas de antigeno marcador de célula T, es-
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tas células "asesinas naturales’ (NK) se han encontrado en el bazo, ganglios
linfaticos, médula 6sea y sangre, no muestran actividad fagocitica y no se
adhieren a la lana & al vidrio, es por eso que carecen de las caracteristicas
de los linfocitos T, los linfocitos B 6 los macréfagos. Las células NK pueden
distinguirse funcionalmente de las células K, ya que la actividad NK no depen -
de de la presencia de actividad de anticuerpos y no es inhibida por la presen--
cia de complejo antigeno -anticuerpo. Esta celula se caracteriza por su capa-

cidad de lisar a una extensa variedad de tipos celulares especialmente linfomas

y otras celulas tumorales inespecificamente. (5, 24, 37)

CELULAS K
Las células K juegan un papel importante en la destruccién de celulas
tumorales recubiertas con anticuerpo "In vivo'. Estas células K son linfocitos
que carecen de ios marcadores caracteristicos de los linfocitos T y B, se en-
cuentran en tejidos linfoides y sangre, soportan receptores para Fc y actian
como células efectoras en la citotoxicidad mediada por c€lulas dependiente de
anticuerpo (ADCC).. La citotoxicidad requiere un contacto intimo celular (efec-_

tora-célula blanco), esta interaccién es facilitada por la unién de las celulas

efectora a 1a porcién Fc de la inmunoglobulina, 1a cual esta adherida a las cé-
lulas blanco por su porcién F{ab). El proceso litico desencadenado puede ser
bloqueado por la presencia de complejos inmunitarios, por agregados de inmu-
noglobulinas y por la proteina A unida a la porcién Fc de la IgG especifica. (S,
10,37, 40, 41)



-16-

-CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS RECEPTORES- |

( RECEPTORES PARA I.A FRACCION Fc DE LA IgG )

IHa sido demostrado en diferntes células mononucleares incluyendo
a los monocitos, macréfagos y linfocitos, de entre las células linfoides, las
células B, las células T y una tercera clase de células que a menudo se les
refiere como ""células nulas' (19), la naturaleza del receptor para la porcidn
cristalizable (Fc) de las inmunoglobulinas no esta entendido por completo pe-
ro parece ser una proteina & glicoproteina que es resistente a la tripsina y
sensible a las proteasas y distintas de las moléculas de inmunoglobulinas sin-
tetizadas por las células plasmaticas. (11,17,31)

En la actualidad se reconocen por lo menos 4 clases de receptores pa-
ra el fragmento Fc de las inmunoglobulinas. (5, 6)

a). - Un receptor sensible a las proteinas que es capaz de unirse a los
mondémeros de los complejos de 1gG de ciertas subclases, en humano IgGl e
1gG3; en ratén IgG2a; en cobayos 1gG2, los anticuerpos que fijan a este recep-
to.r son citofilicos, es decir, que se unen primero con el macréfago y poste--
riormente interactan con el antigeno (Ag).

b). - Un receptor resistente a las proteinas que se fija y actia como me-
diador de la fagocitosis de complejos Ag-Ab 6 de agregados de subclases de
inmunoglobulinas, en humano IgG2 e IgG4.

c). - Un receptor para la fraccion Fc, resistente a las proteinas que

se usa para I[gG3 en ratdn.
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d). - Ademads los neutrdfilos tienen un receptor que se une especifica-
mente a la IgE. (5,11, 22,44)

El receptor FFc se ha demostrado en subpoblaciones de linfocito T (11,
37,39, 40), una de sus funciones es la participacion en cierta forrna de citoto-
xicidad; en polimorfonucleares y macréfagos (1,5,11, 17, 31), en los que parti-
cipan en los procesos de fagocitosis en células K (5, 35, 37, 40), responsable
de la citotoxicidad dependiente de anticuerpos; y recientemente se identifico
en células NK (5, 24), en las que produce un aumento de la citotoxicidad natu-
ral, se ha encontrado que la mayor parte de la citotoxicidad natural la poseen
la células que portan el receptor Fc. (24)

Se han identificado diversos receptores para la porcidn Fc de las dife-
rentes ciases de IgS, en los distintos tipos de células.

En monocitos humanos, linfocitos B, linfocitos no-B y no-T, se han en —
contrado los receptores Fc, también en una subpoblacidn de linfocitos T, en
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo, la fagocitosis de particulas
opsonizadas y en la regulacién de la respuesta inmune, el receptor Fc parece
tener un papel importante. (5, 31)

Se ha determinado el peso molecular de el receptor Fc en varios tipos
celulares, en los monocitos tiene un peso molecular de 60, 000 a 68, 000, en
linfocitos no-B de 52,000 a 58, 000 ¥ en los linfocitos B es de 43, 000. (31)

Tambien se han reportado haber determinado el nimero de receptores
Fc en macrdfagos siendo de 6. 5X1O5 receptor por celula, de naturaleza pro--

teica y con un peso molecular de 45, 000 a 70, 000. (17)
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IIn el linfocito T y B, baséfilo y célula cebada se ha determinado es-
te tipo de receptor; se ha observado que los linfocitos ¥ que soportan este
receptor aumenta cuando sc presentan condiciones de una elevacion de IgE.

Otro receptor ITCM s¢ ha detectado en cé&lulas T cooperadoras y el
ch\ en células T supresoras. Iglmlmcnlc, se ha determinado un pequeiio

grupo de linfocitos T que soportan receptores para Fc ¥y Fc £ - (32)

( RECEPTOR PARA EL C3 DEL COMPLEMENTO )

Los receptores del complemento son independientes de los recepto--
res para elfragmento Fc de IgG, los receptores para el C3 son més efecti--
vos para medir la fijacién que para medir la ingestién (22), existen por lo
menos 3 receptores del complemento sobre las células fagociticas en el hu-
mano, cobayo y ratdn.

a). - Receptor especiiico paia cl fragmento C3d.

b). - Receptor especifico para el fragmento C3b.

¢). - Receptor quimiotictico para los fagocitos mononucleares y pro-

bablemente para los granulocitos. (5)

Los receptores que se presentan para el complemento en los linfoci-
tos son de 2 tipos, el Cl y el C2, el primero detecta la paret C4b y el segun-
do detecta el C3d, éstos dos tipos de receptores para el complemento son es-
tructuralmente diferentes y se encuentran localizados por separado dentro de

la membrana linfocitaria.

El receptor Cl esta distribuido en los eritrocitos, granulocitos y
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monocitos, el receptor C2 solo en los monocitos. Los granulocitos y macro-
fagos poseen un tercer tipo de receptor de complemento el C3 t;)ue es dife--
rente del receptor C2 del linfocito, los linfocitos B expresan los receptores
Cl y C2, mientras que Gnicamente el receptor Cl se expresa en la tercera _
poblacién de linfocitos, los linfocitos T supresores y T cooperadores pare-
ce ser que no expresan el receptor de complemento en su superficie, pero
el receptor de complemento ha sido descrito en ciertos linfocitos que forman
rosetas E.

Muchos investigadores han ensayado con el receptor de complemen -
to utilizando eritrocitos de carnero recubiertos con Ab de la ciase IgM de
conejo contra eritrocitos de carnero y complemento no litico de humano &
ratdn, el suero fresco de ratdn deficiente de CS cs la fucinie ras comin de
complemento para estd prueba; es importante que la IgM este purificada pa-
ra sensibilizar a los eritrocitos, puesto que los eritrocitos cubiertos con
anticuerpo (Ab) de la clase 1gG pueden unirse a los receptores Fc de los
linfocitos, los eritrocitos humanos no deben emplearse para preparar ensa-
yo de (EAC), eritrocito-anticuerpo-complemento, debido a que existen la pre-
sencia del receptor de complemento Cl en su superficie. Cuando se emplean
eritrocitos de carnero, la incubacién se lleva a cabo a 37°c, para prevenir
la formacién de rosetas E con los los linfocitos T, se deben utilizar contro-
les de preparacion de rosetas E y EA. (11, 12)

El peso molecular del receptor C3 es de 250,000, siendo de natura-

leza proteica, ha sido demostrado en linfocitos T, linfocitos B, monocitos,
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polimorfonucleares y en células K (1, 5,11, 16, 33, 36, 39, 41)

La porcidon C3 se deposita cn las células como C3b el cual subse--
cucntemente es transformado por el factor 1 para formar C3bi sin reduc-
cion del peso molecular, el C3bi se convierte a C3d por remocidén enzimati-
ca del fragmento C3c. Los 3 fragmentos unidos a las células aumenta la ci-
totoxicidad celular dependiente de anticuerpo, el C3bi y el C3d aumentan la
reaccién mucho mis fuertemente que el C3b(25). La cxistencia de recepto-
res para éstos 3 fragmentos ha sido determinada en diferentes tipos celu-
lares. El receptor C3b estd presente en eritrocitos, linfocitos, polimorfo-
nucleares y monocitos; y reacciona con la molécula intacta de C3b. El recep-
tor C3d estad presente sobre linfocitos pero no sobre polimorfonucleares 6 mo-
nocitos; el receptor C3bi se encuentra sobre polimorfonucleares y monocitos
humanos.

La distribucidon de los receptores C3b en los linfocitos de sangre pe-
riférica humana no es homogénea, ya que los linfocitos que presentan recep-
tor C3b son distintos a los que presentan C3bi y/o C3d (25). L.as células que
presentan receptores C3bi y C3d parecen ser células T. (16, 25)

En macrofagos y polimorfonucleares intervienen en los procesos de
fagocitosis, lo cual se ha comparado al observar que los antigenos son fago-
citados més eficientemente en presencia de inmunoglobulinas y complemen -
to. (L)

La funcidén de este receptor es diferente en los diversos tipos de cé-
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lulas; en células B se ha sugerido que esté receptor tiene la funcién de esti-
mular la proliferacién y diferenciacion de la misma, asi como la de interac-
tuar con los antigenos de pendientes de células T (11). Recientemente se de-
mostrd que aproximadamente el 409 de las células efectoras que participan
en la citotoxicidad dependiente de anticuerpos tiene receptores para C3b (25),
también en linfocitos T en los cuales el 97% de las células con receptores Fc
tienen también receptores para C3b (de 14 a 187 de los linfocitos identifica-
dos como T). (16) '

Las células que presentan receptores C3 inducen la liberacién de lin-
fotoxinas, lo que aumenta la citotoxicidad de los linfocitos por mejoramien-

to del contacto célula blanco-célula efectora. (16, 25)

Para ambos receptores ( Fc y C3 ) se ha podido identificar que son mo-
léculas glicoproteicas y que la barte proteica estd embebida en la membrana
plasmatica, quedando hacia el exteric;r la parte glucosidica, siendo ésta la
lleva el reconocimiento especifico para las moléculas que serdn fagocitadas.

(17, 43)
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-METODOS PPARA LA IDENTIFICACION DE LOS RECLEPIORES-

Por medio- de la técnica de formacion de rosetas se descubrieron ini-
cialimente 4 receptores de la membrana citoplasmatica.
a). - Un receplor para glébhulos rojos de carnero.
b). - Un recepror para componentes del complemento (C3d y C3b).
c). - Un receptor para inmunoglobulinas de superficie.

d). - Un receptor para el fragmento Fc de moléculas de anticuerpo.

Mediante la técnica de rosetas & mediante técnica de inmunofluores-
cencia se inicid una gran cantidad de trabajos experimentales con el fin de
definir clase y posteriormente subclase de linfocitos en sangre periférica y
o6rganos linfoides. Teniendo como objetivo la blisqueda de alteraciones pato-

l6gicas. (4,10, 42)

-IDENTIFICACION DE RECEPTORES PARA EL FRAGMENTO Fc DE LAS IgGs-

Loos métodos mis comunes para la identificacioén de los receptores Fc
para la 1gG son la de formacidon de rosetas empleando un anticuerpo humano
sensibilizado, de borrego 6 complejo anticuerpo-eritrocito(EA) y t&cnicas
inmunofluorescentes utilizando agregados de IgG caliente de naturaleza y ori--
gen humano. Los receptores para la I1gG pueden también ser demostrados
por una proteina A fluoresceinada del Sthephylococcus & por el uso de com-
plejo de inmunoglobulinas antiperoxidasa peroxidasa. I.a literatura acerca de
los receptores Fc de la 1gG sugiere que no es una prueba sencilla siempre y

cuando las condiciones sean 6ptimas para la demostracién de todos los recep-
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tores Fc de la IpG. (10, 11,12, 15, 21, 24)

Los receptores Fc pueden ser demostrados utilizando diferentes cla-
ses de ligando y diferentes mérodos de deteccidon. L.a unidn de complejos
antigeno-anticuerpo y la 1gG agregada a los receptores Fc tanto para los lin-
focitos B y T, han sido demostrado mediante la utilizacion de técnicas como
autorradiografia 6 de fluorescencia. [l agregado de la IgG preferentemente
se unc a los receptores Fc presentes en las células B, otro método amplia-
mente utilizado para la deteccidon del receptor Fc se fundamenta cn l;l forma -~
cion de rosetas "EA'" (eritrocito-anticuerpo) con hematies sensibilizados con
anticuerpo IgG antieritrociticos a concentraciones no aglutinantes.

L.os hematies de borrego han sido especialmente atiles debido a su po-
bre aglutinabilidad aln en presencia de cantidades relativamente grandes de
anticuerpo.

I.a técnica de formacion de rosetas ofrecc una mayor ventaja compara-
da con otros métodos ya que las rosetas pueden ser ficilmente aisladas de las
células no formadoras de rosetas en los gradientes de densidad. (5, 10,12, 29,
32,45, 47, 48)

-IDENTIFICACION DE RECEPTORES PARA EL COMPLEMENTO-

Muchas células poseen en su membrana receptores para determinado
factor del complemento, en especial para el C3b, C4b, y quizids el Clq. Es-
tos receptores pueden evidenciarse mediante la formacién de rosetas "EAC"

(eritrocito -anticuerpo-complemento) con hematies recubiertos con anticuerpo
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IgM antieritrocitario y complemento a concentraciones no hemoliticas.

Otra forma de identificar a los receptores del complemento ha incluido
el uso de camara de ZYMOSAN (un extracto polisacdrido obtenido de la pared
celular de las levaduras) cubierto con complemento de ratén 6 humano. Las par
ticulas de ZYMOSAN activan el sistema del complemento por la via alterna, eé-
to es generado a la porcion C3b sobre su superficie.

Esta técnica tiene considerables ventajas sobre el ensayo clésico de ro-
setas EAC (eritrocito-anticuerpo-complemento). Grandes cantidades dc par-~
ticulas indicadoras pueden ser preparadas a su vez y guardarse a -70°%. Cual-
quier fuente de complemento que sea utilizada, es buena, puesto que el ZYMO-
SAN no lisa las células, el ZYMOSAN activa el sistema del complemento y de
esta forma el anticuerpo ya no se utiliza; se recomienda la preparacién de con-
troles usando las preparaciones de rosetas £ y A, pero puede prescindirse
de estos controles, va que es muy confiable v el costo final de este ensayo es
considerablemente muy bajo. Il.as particulas de ZYMOSAN cubiertas con com-
plemento pueden estandarizarse mediante estudios seriados. la estandariza-
cién del reactivo EAC es dificil debido a la variabilidad biologica de las célu-
las eritrociticas de las moléculas IgM, y del complemento.

Debido a que la particula de ZYMOQAN se une al C3b es répidamente
degradada por las enzimas séricas, el complemento cubierto con eritrocitos
6 las particulas de ZYMOSAN preparadas por incubacién con suero total detec-

ta principalmente al receptor C2, es posible asegurar la especificidad para el
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receptor Cl por adicidén secuencial de los componentes humanos purificados
en lugar de los eritrocitos de borrego sensibilizados con la IgM. (12,16, 19,

29, 33, 49, 50)
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OBJETIVOS

1. - Establecer los valores normales de las poblacio-
nes de linfocitos, monocitos y granulocitos, en

base a los receptores Fc y C3 de membrana.

2 - Utilizar éstos valores como referencia para futu-

ras investigaciones de ciertos estados patologicos.
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MATERIAL Y METODOS

- OBTENCION DE MUIESTRAS Y SEPARACION DE CELULAS-

Se estudiaron 30 'pacicntes y a cada uno se le extrajeron de 8 a 10 ml
de sangre venosa, mezclados con 0.1 ml de heparina, sc agregd solucién amor-
tiguadora de fosfato (PBS) pli=7. 2 de modo que el volumen de sangre quedd a di-
lucién de 1:1.5, se agregaron aproximadamente 6 ml de sangre diluida en tubos
que contenian 4 ml de FICOLL-HPAQUE, procurando no romper la interfase,
se centrifugaron a 1500 rpm/40 min. Se separaron con pipeta pasteur el anillo
de linfocito-monocito, se lavaron con PBS pH=7. 2, posteriormente s€ resus--
pendieron en un ml de PBS pH=7.2, para la separaci6n de monocitos, aprove-
chando su capacidad de adherencia a la superficie de vidrio, la muestra se vir~
tidé a una caja petri y se dejo por espacio de 30 min en estufa a 37°c, posterior-
mente se pasé a un tubo de ensaye, a la caja petri se la adicioné PBS pH=7.2
y se lavo perfectamente, vacidanduse a tubos de ensaye los cuales fueron la-
vados 3 veces a 1500 rpm/10 min y resuspendiéndose en 1L ml de PBS pH=7.2.
Por un lado, de cada tubo se procedid a realizar cuenta viable celular,
se ajustd la suspencidén a una concentracidn de 4X106 células/ml en PBS pH=7. 2.
Por otro lado se realizaron frotis y fueron teiiidos con colorante de
Wright, para observar la morfologia celular tanto de linfocitos como de mono -
citos.
Para la separacién de los granulocitos, éstos fueron separados de la

parte superior del paquete eritrocitario; como se pasan eritrocitos, se proce-
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dié a realizar schock hipotdnico con agua destilada para lisar a los eritro-
citos, se lavaron con PBS pl=7. 2 durante 10 min a 1500 rpm, esta se rea-
1lizd hasta que nos quedaron los granulocitos, posteriormente se lavaron 3
veces a 1500 rpm y en seguida se resuspendieron en 1 ml de PBS pH=7.2,
se realizd una cuenta viable celular, la suspencién se ajustd a una concen-
tracién de 4X106 células/ml en PBS pli=7. 2.

Se realizd un frotis y se procedié a hacer una tincién con colorante
de Wright para observar la morfologia de los granulocitos.

VIABILIDAD CELULAR

De cada una de las muestras se tomaron alicuotas y se llevd a cabo
una dilucién volumen a volumen con el colorante azul de tripan al 2 ¢ (colo-
rante supravital), las células muertas tomaron el colorante y las células

vivas permanecieron iucoloras.

L.a cuenta se realizd en 300 células, en un tiempo no mayor de 5 min.

-SENSIBILIZACION DE ERITROCITOS DE CARNERO PARA LA IDENTIFICA -

CION DEL FRAGMENTO C2 DEL COMPLEMENTO. (ROSETAS EAC)

Por centrifugacién son lavados 2 ml de sangre de carnero en PBS
pH=7. 2 durante 10 min a 1500 rpm, esto se realizd 3 veces 6 bien hasta que
el sobrenadante quede claro, ya lavados se prepara una suspencién al 2 % en
PBS, se tomaron 5 ml de la suspencién al 2 % y se incubaron a 37° durante

30 min con 5 ml de hemolisina 1:1200 (IgM de conejo anti-eritrocitos de car-

nero).
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Después de 1a incubacidn, son lavados por centrifugacidon 3 veces con

PBS a 1500 rpm/Smin, se prepararon 5 ml de una dilucidn con PBS 1:50 de sue-~

ro humano fresco (fuente de complemento), los cuales son afiadidos y 1a sus~

pension se incuba 30 min a 37°c y posteriormente se sacan y son lavados con
PBS 3 veces. De estos globulos rojos sensibilizados se prepard una dilucién al

2 % y se guardaron a 4°% hasta su uso. (15,30, 33, 45, 47)

- SENSIBILIZACION DE ERITROCITOD DE BOVINO PARA LA IDENTIF]:CA-

CION DEL FRAGMENTO Fc DE IgG. (ROSETAS EA)

Por centrifugacién son lavados 2 ml de sangre de bovino con PBS 3 ve-
ces O bien hasta que el sobrenadante quede claro, ya lavados se prepard una

suspensidn de eritrocitos al Z % en PBS. Se preparo una dilucién 1:100 de 1gG

(IgG de conejo anti-eritrocitos de bovino), se tomaron

5 ml de la suspensidn
at 2 ¢ de eritrocitos de bovine y 5 ml de la dilucion de IgG se mezclan y se
incuban a 37°c durante 30 min, después de la incubacién las celulas se iava-
ron 3 veces con PBS a 1500 rpm/Smin, se ajusta a una concentracién al 2 %

y se guardaron a 4°c hasta su uso, (32,37, 39, 45, 47)

“-DETERMINACION DE ROSETAS EAC PARA EVALUAR EL. RECEPTOR PARA
EL FRAGMENTO C3 DEL COMPLEMENTO.

Se tomaron 0.23 ml de la suspensién de eritrocitos de carnero sensi-

bilizados con hemolisina y complernento, se adicionan a 0.25 ml de 1a suspen -
&
sion de 4X10 células/ml de (linfocitos, monocitos y granulocitos) respectiva~

mente y son mezcladas, La suspensidn es centrifugada a 1500 rpm/1 min.
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Posteriormente los tubos son incubados a 4°c durante una hora, finalmente las

células son resuspendidas con agitacién suave y se procede a realizar una cuen
ta de 200 cé&lulas en el hematocitémetro, aceptando como rosetas aquellas cé-
lulas que sc unan a mas de 3 glébulos rojos adheridos a su membrana, (16, 30,

33,45, 47)

-DETERMINACION DE ROSETAS EA PARA EVALUAR EL RECEPTOR PARA

EL FRAGMENTO Fc¢ DE IgG.

Se tomaron 0.25 ml de 1a suspensién de eritrocitos de bovino sensi-
bilizados con IgG, son adicionados a 0. 25 ml de la suspensién de 4X106 cé-
lulas/ml de (linfocitos, monocitos y granulocitos) respectivamente y son mez-
cladas. La suspension se centrifugd a 1500 rpm/1 min, posteriormente los tu
bos son incubados a 4°c durante una hora, [linalineute las células son resus-
pendidas con agitacion suave y se procede a realizar una cuenta de 200 célu-
las en el hematocitémetro, aceptando comc rosetas aquellas células que se

unan a mas de 3 glébulos rojos adheridos a su membrana. (32, 44, 45, 47)
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RESULTADOS

En el presente estudio de 30 personas sanas, se tratdé de observar el
comportamiento de las diferentes variedades de leucocitos con respecto a la
formacidn de rosetas EA (que detectan receptores para Fc) y rosetas EAC (
que detectan receptores para C3).

El comportamiento de los linfocitos para rosetas EA, (grafica Num. 1,
frecuencia contra marca de clase Xi), donde apreciamos una marca de clase
(Xi) de 36.5 con una frecuencia de 8, también se observd una frecuencia de 6
con marca de clase (Xi) de 38.7, donde una de éstas marcas de clase (Xi) la
podemos comparar en el cuadro Num. 1 con respecto a la X de 38.7 ésto nos
indica que las mayores frecuencia en que podemos encontrar rosetas EA en
linfocitos es de un 36.5 a un 38.7 % . En el cuadro Num. 1 podemos apre--
ciar el intervalo de confianza (I,C.) el cual va de 38.0 a un 39.4, lo cual cae
en la taxima {recuencia en que podelnos enconirar roselds LEA de linfocitos.

En el cuadro Num. 1l se muestra la diferencia de la x (38.7, 29.2,

90. 6) de linfocitos, monocitos y granulocitos respectivamente para la forma-
cién de rosetas EA, lo cual nos indica que tienen valores altamente significa-
tivos a niveles de ©< =0.05 y o< =0.01, con respecto a la media general en
las 3 pruebas (52. 8).

En la grafica Num. 4 podemos observar 2 picos méximos de frecuen-
cia con marca de clase (Xi) de 26.5 y 29.8 respectivamente para linfocitos en

formacioén de rosetas EAC, lo cual nos indica que hay 2 frecuencia de 9 y 8
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donde podemos cncontrar el mayor porcentaje de rosetas, si ésto lo compa-
ramos con el cuadro Num. 1 con X de 28.9 y el intervalo de confianza (I.C.)
de 28.2a 29.5, podemos apreciar que las frecuencias caen dentro del 1.C. at
igual que la X. Se realizd la pruecba de t de student para ver si los valores
son gignificativos, en la hoja de calculo 1 y 4 planteamos las siguientes hipo-
tesis de que tas /1{ = /4{_ ¢} /&/ # /q . aceptando la segunda hipdtesis

donde ia % 4/4’ lo cual indica que son altamente significativos a nivel
de £ =0.01 (2.75).

tin la grafica Num. 2 de monocitos para rosetas EA podemos apreciar

un maximo pico de frecuencia 13 con marca de clase Xi de 29.9 en donde en--~
contramos el mayor porcentaje de formacidon de rosetas EA para los monoci~
tog, comparando con el cuadro Num. 1 la X (29.2) y el intervalo de confianza

(1.C.) de 28.7 a 29.7 lo cual la méxima frecuencia cae tanto en la X como en

¢t 1.C., también en el cuadro Nuum. 1 ge ohserva la diferencia de las medias

para las 3 poblaciones de células en la formacidn de rosetas EA donde log va-
lores son altamente significatives a niveles de o< =0.05 y ©< =0.01 con res-
pecto a 1o media general de las 3 pruebas (52.8).

Con respecto a los monocitos en la formacion de rosetas EAC, ésto no
se pudo graficar por presentar un rango pequeiio de 25 a 27 % en la formacién
de rosetas EAC teniendo una X de 26.5 donde se puede apreciar en el cuadro
Num. 1, al realizar la prueba de t de student para ver si los valores son sig-~
nificatlvos en la hoja de caleulo 2 y 5 planteamos la sigulente hipdtesis de que
/q =% <] /q f:/% la cual se acepra la segunda hipdtesis donde la/f/ #

m indicéindonos ésto que son altamente significativos a nivel e =0.01(2, 75)
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El comportamiento de los granulocitos lo podemos observar en la grd-
fica Num. 3 de formacion de rosetas EA, aqui se aprecian 2 picos méiximos de
[recuencia que es de 10 con marca de clase (Xi) de 89.2 y 92. 6, 1o cual com-
parando con la X de 90.6 y el intervalo de confianza (I.C.) de 89.9 a 91.3, en
el cuadro Num. 1 se aprecia que éstos valores caen en el ranga, &sto nos in-
dica que la mayor frecuencia en que podemos encontrar rosetas EA para los
granulocitos es de 89.2 y 92.6, donde se hacen la comparacién en el cuadro
Num. 1, en el mismo cuadro se observa la diferencia de las medias para las
3 poblaciones de células en la formacién de rosetas EA, donde los valores son
altamente significativos a niveleg de ©<=0.01 y »<=0.05 con respecto a la
media general de las 3 pruebas (52, 8).

En la griafica Num. S de granulocitos, para la formacién de rosetas
EAC, observamos una mdxima frecuencia de 10 con marca de clase (Xi) de
78.7, donde se observa en el cuadro Num. 1 la X de 78.4 y el intervalo de
confianza (I.C.) es de 77.7 a 79.0, haciendo ésta comparacion podemos de-
cir que con &€sa frecuencia méxima podemos encontrar rosetas EAC en gra-
nulocitos.

En el cuadro Num. 1 podemos observar la diferencia de la X (28.9,
26.85, 78. 4) de linfocitos, monocitos y granulocitos respectivamente para la
formacién de rosetas EAC, nos indica que tienen valores altamente signifi-
cativos a niveles de «<(=0.05 y &< =0.01 con respecto a la media gene-

ral de las 3 pruebas (44.9).
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Al realizar la prucba det de student se observa que los valores son
altamente significativos a nivel de &< =0.01 (2.7), en la hoja de célculos

3 y 6 se plantean }as siguientes hipdtesis de que/y =% o] // f/{é s

por lo que se acepta la segunda hipétesis.

En el cuadro Num. 2 al obtener los valores de correlacién (r) obser-
vamos que hay una relacion bastante marcada entre las 2 pruebas de rosetas
EA y EAC donde los valores son altamente significativos a nivel de o.<=0. 05
para los linfocitos en rosetas EA y EAC, a o<, =0.05 y ©< =0.01 son alta-
mente significativos a éstos niveles, los monocitos y granulocitos en la forma -
cion de rosetas EA y EAC.

La correlacidén (r) que se encoutrd es bastante significativa, ésto 1o po-
demos observar en el cuadro Num. i, haciendo la comparacién entre la ')'( de

c/u con la x general, de igual forma con la desviacidn standard (S). de las

pruebas de rosetas EA y EAC,
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CUADRO # 1
VALORES DE ROSETAS EA Y EAC EN LEUCOCITOS DE

I
w

1

SANMGRE PERIFERICA DE 30 INDIVIDUOS SANOS.

ROSETAS EA ROSETAS EAC
LIN, MON, GRAN.] LIN, MON. GRAN.
+ + + + + +
38.7 29.2 90.6 28.9 26.5 78.4
1.86 1.39 1.92 1.8 0.77 1.61
38.0 28.7 89.9 28.2 26.2 77.7
a a ' a a a a
39.4 29.7 91.3 29.5 26.7 79.0
I8

+ Estos valores son altamente significativos a nivel

o4=0.05 y £, =0.01 (2.04 y 2.75) con respecto

a la media general de las tres pruebas. (52.8) para

EA y (44.6) para EAC.

X media aritmética.

S desviacibn standaxt.

1.C. intervalo de confianza a ©<=0.05

X +t o2 S/{m>/4>§< -tz S/ym
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#2

VALORES DE CORRELACION (r) ENTRE LAS DIFERENTES PRUEBAS.

ROSETAS ROSETAS EAC
LINF. MONOC. |GRANUL. |LINF. MONOC. § GRANUL.
F
. - -0. 22 0.147 | 0.451 0.011 0.122
< -
my ++
&l -0.22 - 0.008 -0.102 0.831 0.320
wls
i
&A] = r
2| 5| -0.147 0.008 - -0.056 0.792 0.0045
[&]
+
ol 2 0.451 -0.102 -0.056 - 0.018 0.115
Z|3
. - ++
wl 8| 0.011 0.831 0.792 0.018 - 0.190
al =
=
wl =
2! 2| 0.122 0.320 0.0045 0.115 0.190 -
]

+ estos valores son altamente significativos a un nivel de << =0.05

+-+ estos valores son altamente significativos a un nivel de

y o< =0.01.

o =0.05
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CALCULO #1
~ Prueba det de student para rosetas EA (receptor Fc) en linfoci-

tos.
Planteando la hipédtesis.
Ho: / = /% Corresponden a la misma poblacidn.

Ha: /4/ # /«_ Corresponden a diferentes poblaciones.

A =X\ + Xm_+Xg
XL Xm +Xg

A =38.7+ 29.2 +90.6 = 52.8
3 .

=Xl -4 =
S/(n-ll
t= 38.7 -52.8 = -40.9

1. 86/{25!

Ha: 52.8 # -40.9

Rechazando la hipotesis de que las medias corresponden a la misma
poblacidn y aceptando que las medias corresponden a diferentes poblaciones

donde son altamente significativas a nivel ©<=0.01 (2. 57)
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CALCULO #2
- Prueba de t de student para rosetas EA (receptor Fc) en monoci-

tos.
Planteando la hipdtesis
Ho:/ =/%) Corresponden a la misma poblacién.

Ha:/q #% Corresponden a diferentes poblaciones.

3

Xl + Xm + Xg
K+ 7m + Xg

3

38.7 +29.2 +90.6 = 52.8
3

S/m-1

t= 29.2 - 52.8 = -91.5

L39N7W

Ha: 52.8 # -91.5

Rechazando la hipdtesis de que las medias corresponden a la misma
poblacién y aceptando que las medias corresponden a diferentes poblaciones

donde son altamente significativas a nivel &< =0.01 (2.75)
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CALCULO # 3
- Prueba de t de student para rosetas EA (receptor Fc) en granulo-

citos.

Planteando la hipOtesis.

Ho:/q =///5 Corresponden a la misma poblacion.
Ha:/q f/% Corresponden a diferentes poblaciones.

M =x1 + xm + xg

//( =38.7 + 29.2 + 90.6 =52.8
3

= Xg - ﬁ
S/F:T‘

t=90.6 - 52.8 =106.3

1.92/§79

Ha: 52.8 # 106.3
Rechazando la hipdtesis de que las medias corresponden a la misma
poblacion y aceptando que las medias corresponden a diferentes poblaciones

donde son altamente significativas a nivel &= =0.01 (2.735)
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CALCUILO # 4

- Prueba de t de student para rosetas EAC (receptor C3) en linfoci-~

tos.
Planteando la hipdtesis.

flo: /4=/4{ Corresponden a la misma poblacion.

Ia: // #/% Corresponden a diferentes poblaciones.

/ﬂ=x1 + Xm + Xg
XL+ Xm + Xg
/”= 28.9 + 26.5 + 78.4 = 44.6
3

=Xl - 4
S/W\’-’ﬂ

t= 28.9 - 44.6 = -46.9
1.8/Y29

Ha: 44.6 # -46.9

Rechazamos 1a hipdtesis de que las medias corresponden a la misma
poblacién y aceptando que las medias corresponden a diferentes poblaciones

donde son altamente significativas a nivel o« =0.01 (2.75)
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CALCULO # 5

- Prueba det de student para rosetas EAC (receptor C3) en monoci~

tos.
Panteando la hipotesis.
I-Io:/t/ =A,‘ Corresponden a la misma poblacién.

Ha;/ﬁ #/ﬂm Corresponden a diferentes poblaciones.

/7=XI+Xm + Xg
XK+ Xm + Xe

A =289 + 2.5 + 78.4 = 44.6
- 3

t= Xm - /’4
S/{ﬁfﬂ

= 26.5 -44.6 = -126.4
0.77 /29
Ha: 44.6 # -126.4

Rechazando la hipotesis de que las medias corresponden a la misma
poblacidén y aceptando que lag medias corresponden a diferentes poblaciones

donde son altamente significativas a nivel &= 0.01 (2.75)



—42-
CALCULO # 6

- Prueba det de student para rosetas EAC (receptor C3) en granulo-

citos.

Planteando la hipdtesis.
Ho: / =/% Corresponden a la misma poblacién.

Ha:/q ;4/% Corresponden a diferentes poblaciones.

/=X1+Xm+X5

/? = 28.9 + 26.5 + 78.4 = 44.6
3 .

t=xg -
syl

t= 78.4 - 44.6 = 112.9

1.61/V2‘9‘[

Ha: 44.6 # 112.9

Rechazando la hipdtesis de que las medias corresponden a la misma
poblacion y aceptando que las medias corresponden a diferentes poblaciones,

donde son altamente significativas a nivel e =0.01 (2.75)
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GRAFICA # 1 (ROSETAS EA)

(LINFOCITO S)

<

36.5 37.6 38.7 39.8 40.9 42 (Xi)

CL ASE ' X1) F

36.0 - 37.0 36.5 8

37.1 - 381 37.6 6

38.2 - 39.2 38.7 6

39.3 - 40.3 39.8 5

40.4 - 41.4 40.9 2

3

41.5 -42.5 42.0
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# 2 (ROSLETAS EA)

(MONOCITOS)

20.0  29.9
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CL ASE

27.0 - 27.83
27.84 - 28.67
28.68 - 29.51
29.52 - 30.35
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#3 (ROSETAS EA)
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88.0 - 88.83
88.84 - 89.67
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GRAFICA # 4 (ROSETAS EAQC)
(LINFOCITOS)

10 1

9

8

7

6

5

4

3

2

1./ AN

v 26.5 27.6 28.7 29.8 30.9 32 "
Xi)
CLASE Xi) ¥

26.0 - 27.0 26.5 )
27.1 - 28.1 27.6 4
28.2 - 29.2 28.7 2
29.3 - 30.3 29.8 8
30.4 - 31.4 30.9 6
31.5 - 32.5 32.0 . 1
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GRAFICA

# 5 (ROSETAS EAQ)

GRANULOCITOS)

75.4 76.2 77.0 77.9 78.7 79.6
i)
CLASE i) F
75.00 - 75.83 75.4 3
75.84 - 76.67 76.2 [4]
76.68 - 77.51 77.0 7
77.52 - 78.35 77.9 1
78.36 - 79. 19 78.7 10
79.20 - 80. 03 79.6 9
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DISCUSION

En este trabajo se trataron de demostrar los valores normales de re-
ceptores Fc y C3 de cada una de las varledades de leucocitos (linfocitos, mo-
nocitos y granulocitos), por el m&todo de formacion de rosetas EA y EAC res-
pectivamente, comparando cada una de las células por el método de roseias
EA, como es el caso de la X yla § se encuentran diferencias estadisticas,
de igual forma se observa la diferencia estadistica para el caso de rosetas
EAC. . )

Las cé&lulas que portan receptores Fc y C3 juegan un papel importan-
te en el proceso de citotoxicidad que interviene en la destruccién de células
tumorales, asi tenemos que, los linfocitos T, linfocitos B, células K, macrd-
fagos y células NK destruyen e %_mpidén la proliferacién de células cancero-
sas. (1,5,9,11) '

Los granulocitos, monocitos y- linfocitos de la sangre perlférica mues-
tran los receptores que se expresan desde su formacidén en 1a médula Osea, pa-
ra los primeros no se ha aclarado si tiene la capacidad de recuperarlos, cuan-
do son afectados, ya que presentan ain actividad metabdlica, mientras que
en linfocitos y monocitos, estos receptores si son recuperables. (6, 9)

La expresion de éstos receptores Fc y C3 en la superficie de los leu-
cocitos pueden ser demostrado por la formacion de rosetas .EA y EAC como lo
han puesto de manifiesto otros autores. (13, 15, 44)

Se ha observado que los receptores Fc y C3 pueden ser daiiados por

agentes fisicos como la radiacién (18), esta tiene un efecto mmuy parecido al
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de algunos medicamentos antineopldsicos como los alquilantes. (S, 12)

La funclon fagocitaria para destruir sustancias extrafias se magni-
fican por la presencia de receptores a Fc de inmunoglobulinas y C3 de com-
plemento, en la superficie de las células fagociticas (5, 6, 8), &stos receprores
han sldo identificados actualmente como glicoproteinas embebidas en 1a parte
proteica de la membrana plasmética (16, 17,49), sin gser exclusivos de las cé-
lulas fagociticas, ya que tarbién se han encontrado en linfocitos By T, no-T
y no-B (11, 15,44). Su expresién depende del estimulo que tenga la célula, des-
de su formacidén en la médula osea, in-vitré se ha demostrado qué los culti-
vos de médula 6sea estimulados con fitohemaglutinina & concanavalina A pue-
den desarrollar el receptor para Fc y C3 (42), 6 bien con estimulantes espe-
cificos como son los que se 'enpuentran en el medio condicionado de pulmén .
endotéxico, para activar la formiacién de receptor para C3 (FIRC3, factor in
ductor a la formacidn del receptor para C3) y para Fc (FIRFc, factor induc-
tor para la formacién del receptor a Fc). (18, 195

Los resultados obtenidos en é&ste estudio mostraron el porcentaje de
células formadoras de rogetas EA (para Fc) y EAC (para C3b) para linfocitos,
monocltos y granulocitos respectivamente que son (38.7; 29.2; 90.6) y (28.9;
26.5; 78. 4), con un intervalo de confianza de (38.0 a 39.4, 28.7a 29.7 y de
89.9 a 91.3) para rosetas EA y el intervalo de confianza de (28.2a 29.5,
26.2a 26.7 yde 77.7 a 79.0) para rosetas EAC a nivel de &<=0.05, por lo

que estos valores son altamente significativos.

Se ha reportado (28) la existencia de un factor inmunosupresor libe-
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rado por los linfocitos T supresores, el cual bloguea el rechazo de un tumor
en ratones inmunizados:. Asi mismo se ha demostrado que los complejos anti-
geno-anticuerpo pueden estimular células supresoras e inhiﬁir la citotoxicidad
dependiente de anticuerpo.

For lo tanto, el bloqueo 6 supresidn de las células citotdxicas puede ser
producida por complejos antigeno -anticuerpo, por factores inmunosupresores,

6 por la interaccion simultdnea de células efectoras con células supresoras, 6
por los distintos procesos activados ernt conjunto.

Estos resultados obtenidos pueden ser de gran utilidad ya que se ob-
tuvieron valores normales de rosetas EA (que detectan receptores Fc) y rose-
tas EAC (que detectan receptores C3) de cada una de las cé&lulas, linfocitos, mo-
nocitos y granulocitos, abren una puerta de interés y aunque no son concluyen -

tes indican que se debe estudiar mas a fondo al respecto.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los recsultados obtenidos en este trabajo llegamos a con-

cluir que:

1. - Todos los leucocitos tienen la capacidad de formar rosetas EA
(receptores Fc) y EAC (receptores C3).

2. - En la sangre de personas sanas la formacién de rosetas EA, fue
de (X, linfocitos 38.7, monocitos 29. 2 y granulocitos 90.6) a &<=0.05 y e<
=0.01, EAC, fue de (X, linfocitos 28.9, monochos 26.5 y granulocitos 78.4)

3. - La separacidn de la poblacion de leucocitos por gradiente de con-
centraciéon con FICOLL-HIPAQUE es ficil para las poblaciones de linfocitos
y granulocitos.

4. - Sin embargo los monocitos se separaron por adherencia al vidrio,
lo que dificulta su estudio comb célula libre.

5. - La poblacién de granulocitos demostrd formar mayor cantidad de
rosetas EA (X=90.6) y EAC (X=78.4).

6. - Tanto linfocitos totales (X=38.7, X=28.9) como monocitos X=29. 2,
X=26. 5), mostraron menor capacidad para formar rosetas EA y EAC respec-
tivamente, en mayor cantidad los granulocitos (7(=90. 6, X=78.4), de rosgetas
EA y EAC resgpectivamente, hecho que tuvo significancia estadistica ( <=0, 01
y o< =0, 03).

7. - En el estudio se pudo demostrar que la correlacidn (r) entre las

2 pruebas es bastante buena.
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