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RESUHMEN

Los macrdfagos son células asltamente wspecislizadas v entre
sus funciones mds importantes destacan 1a defensa del orgenismo
contra cuarpos extratos y 1a secrecidn de factores que regulan
diversas funciones fisioldgicas, furante muchos aNos se le
atribuyd al factor inductor de maCVo+agos y granulocitos (MGI), 1la
responsabilidad de la proliferacidn y diferenciacidn completa de
tales tipos celulares. Sin embargo, recientemente se han descrito
otros factores que tienen la propiedad exclusiva de inducir 8 1la
diferenciscidn. Entre ellos se encuentra el dinductor 3 1la
aparicidn de receptores para Fc (FcRl)s Este factor es secretado
por macrdéfagasy por lo cusl se presepta un interessnte proceso de
autoinduccidn o 13 aparicidn de tsles receptores.

Norpslmente, 2l realizar estudios con cdlulas mieloides se
cultivs la médula dsea completa, lo cusl permite a las diferentes
faqocitoq adherirse al sustrato de cultive, dejando a las damgs
cflulas en suspensidn. Estas células adherentes resultaron ser un
materisl excelente para petudios de induccidn por FeRI, pues se
encontrd que el ndmero de receplores Fc sumentabs
-significativamente = en funcidn del tiempo de incubacidn. . en

- presencia de este factor. Sin embargo, este sumento no se present6
en ausenciz de las cdlulas en suspensidn, o del medio condicionado
(MC)Y . por-estss, por lo que se sospecha de la existencis de algln
.otro factor para que la induccidn de dichos receptores se lleve a
cabo. Fara detectar el origen.de esta cofactor, se cultivaron por
.separado. tanto . a - lss cdlulas en suspensidn, como al HC, con

' ‘eélulas - adherentes de mddula dsea tanto en presencia de MGI, de

-atiRI. o de una combinacion de.ambos. 'Nuestrou resultados indican

f ex:ste un cofactor, vy que s eecretado dursnte el procesc
‘induccxdn ‘@ la‘proliferacidn pare colaborasr con: el FcRl Y. el

raucidn entve 1oy Factores ¥ 1as célules de nddula
los ‘mecanismos

ltxmo. se discute g pasibilzdad de. 1dent1ficar s este
'caPactor para seanbribuirs 8l entendimzento de :los.. procesos. de’
difgrencisc. .c#lularnotmal, asf. como para poder aplicarlo‘en 1a:
‘tgrapia 'Vpatologias ‘donde’ -este tipo: celulsr se .~ encuentre
‘involucrado. . Es evidente que aumentando. el nnaro de’células con
'rgceptqr"‘ para Fcyise puede ayudar al 1nd1viduo en su -defensa-

ntra cuerpos e»traﬁos. : . R

en :ls: formacidn de células 1nmunolégxcamentef ‘maduras.  Esta



INTRODUCCTON

Ls sangre os uno de los mecsnismos homeostdticos diel cuerpos
Bistribuye calor, acarres gases respiratoriosy nutrientes
descchosy Ffluye o travds de sensores especificos capaces de
regular a factores tales como 1o tensidn  osmdtica, el pH, 1a
temperaturs vy ios niveles de ciertas hormonas, La sangre provee
transporte celular entre tejidos hematopnistico, conectivo v otros
tejidos y drgenoss La sangre contiene los agentes celulares 'y‘
_ hﬁmorales qué controlan los efectos de tumores e inPﬁécinnes on @l
cuérpo 0

S Aproximadamente ‘el 45%  del volumen sapguineo consista de
'éritrbcitns o células sangufneas rogjas, Alrededor del 1%  ests
7{fnrmédo por plaquetaé ¥ leucccitoﬁy- o células sanqu{neas b]ancaa,ﬁ“
'Qdé"las 'rualﬂ% éniﬁtph tres  tipos ¢ linfocitos, monocitos v
'quranuloc1tos {neutrdfilos, Pﬂ%anFlloh ¥ basuf:lnq)‘ ‘e];réstu del g
"f:volumen anquingo,,ln constituye el plasms, el cual es una
:ﬁustancxm‘ificaé”an» pﬁpﬁéinds—.v %8 " considera cdmg‘”93 rlfﬁuidu

xntercelulav (1).

ual durante el caminO“»de _la- prolzferac1on _‘y.~
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suponer por analogf{s la accidn de los otros ya que es un sistema
tan complejo como lo es un organismo vivo, es dificil, y ha sido
casi imposible evaluar y determinar cuantitativamente el papel de
cada factor en 12 histogdnesis de los tejidos hematopoidtice v
linfoide (3).

Les células sangufneas humanas tisnen su  origen en las
primeras semanas de la vida intrauterins, la hematopoiesis
comienzp en l@ segunds semana en el mesénguims embrionario y por
medio de scegmentos mesenquimstoscs se desarrolls una 'red.
confluente de vasos sanguinecs que se anastomosan y se dirigen
‘hacia al saco vitelino, donde tambidn existe hematopoieis
axtraembrionaria, ] partir de la sexta scmona de wvida
intrauterinag, se forma un endotelio que rodes todu el csistenms
hamatbpbiético. ¥ aparecen focos germinstivos en el bazo vy en  #l
'ﬁiqado; que es @1 centro de la hematopoiesic, predominando la
gritropoiesisi sgguidm por la mielopoieis y lss plagquetss vy por

{'; djtimo‘ los macrdfagos, A . bartir de 1a sequnda ;emada de vida

'5ufatél.f apafece en la clavicula la,médula doea que es el centro

-mayor de 1a hemat0poiesi en-la segunds mitad de 1a qestacidn y de
‘la vida posnatal. La hematnpo:esis 11n€atica por [:11} lado %@ lleva'

fa cabn en el timo donde sa producen 109 ]infocitos T .y las calulas'

_cqbadas. Hespues Vdel; nacimientoy dncae “le coloniﬁar16nw"

; a cavzdad medular del esqueleto aumenta 24 13 grasa

mayor parte de Ia médula Gees activa en’ lel

'Aobre 13 qenes:

'topuiética del h:qado y dul bazo v canforme el xnd;vxduo éo  5.7“’.

de 1as dlferenthsuf
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tipos celulsres y su relacidén con la médula dsea. Existen

evidencias de la formacidn de colonias hematopoidticas i£.2112 que

'incluyen tipos celulares miltiples provenientes de clonas 1las

cuales derivan de una sola célula pluripotencial llamadas Unidad

Formadora de Colonias (UFC). Estss células den ovigen a los

diferentes tipos celulares existentes en el tejido hematopoiético
(7,8,%9,10411),

Los leucocitos polimorfonucleares, provienen de la misma UFC

e inician su diferenciacidn en el estroma de la médula dsea, en

. donde se producen los mieloblastos, derivando poateriovmenték a

promielocitos basdfilos, eosindfilos y peutrdfilos, -células de

banda y - por dltimo polimorfonucleados, Los polimorfonucleados

forman  sus diferentes granulaciones prébablemente ba.jo. estfmulos
“lisosomales (10,12,13,14,15,.2,

El monocito se oriqiﬁa en la méduls dsez s, partir de los
.' Pr§ﬁoﬁocito9.’(16 173, Eﬁtas células en 1z méduls Porman‘ una
:;'acumulac16h de precursores que se. dividen rép;damente Formando los
fmonocxtos de IB sangre en~donde es frecuente (especislmente en,la

r;nfeccion) encontrarseles en Pases 1nmadura (18,19, Déshués‘de i

‘pasar rde; una a tres dxas en la sangrn los monucitas se muévén

105 tedldos en. dande we. transforman en macrd?agos y. pueden .

vxvir sema an o meses (19.20).
especto al orxgen de loq macrofaqos eﬂiste controvevsisﬂ

‘3 queipor un lado la mavorfa de los 1nvestigadorps cnnsideran:quﬁj;

pdﬁ“

l%nv '

-1 calfﬁn cada uno de 105 lugarer en dondc ae nncuentren
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Los macrdfagoé sOn un constituyente importante del
microambiente hematopoidtico. En la médula se encuentran con islas
eritrobldsticas, islotes linfobldsticos y en asaciacidn con
eosindfilos desarrollados y otros leucocitos, aplicados a senos
vasculares y ocasionslmente libres en el luamen de un seno (22).

Los macrdfagos en la superficie de Jos senos venosos pueden
ejercer. supervivencia sobre el pasaje de materisles hacia o desde
los vasos para sus capilores. Los macrédfagos en varias especies
presentan pscuddpodos e ingieren en la circulacién células. rojas
(23r} sin embargo, hay evidencia de gque el papel de los macrdéfagos

. es msa significativo que el de 13 fagucitosis. Elles pueden
estimular granulopoiesis por claboracidn del factor estimulador de

: cbloﬁias' e ihf}uir‘ en la eritropoiesis para producir PBA (24?.
i‘wf7ﬁde@5§jrins macr6fégoésprésentan isuferrétinas dcidas.  que pueden .

”frequiar‘Qfanulopoiesis (25."6).

Los macrofaqns 5un celulag qua narmalmente purmanecen on - 01: :
dO» lavo, 1ng1eren dxva*sos tipus de bacteriag infecciagas y

ambxen ayudan 2 este teJida 3 liberar productos resultantas de laa‘:

 16h7 de célulaa LY dasechos ‘de. eatas (4).‘ El macrdfaqo L

cenhro

1.

celul»r153‘

el_reticulo andoplasmicu ruqoso y- el B
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espacio perinuclear estas dltimas prohablemente representen
ceélulas residentes de la cavidad peritoneal u otras regiones (28).
Los microtdbulos son particularmente evidentes cerca de la zons de
"Golgi,A en el citoplasma evisten microfilamentos de dos tipos unos
de funcidn incierta y otros que forman complejos en forms de
flechas como meromiocina pesada ¥y representan @ la actina, que es
1s proteina contrdctil del macrdfago (29).
‘Los m;créfaqcs constituren un grupo diverse de monocitos
. involucrados en muchos papeles de la inmunidad, tanto especificos
como- no especfficos, Numerosas investigaciones han demostrado que
1a 'iqtéraccidn de los macrdfagos con los linfocitos es ﬁn evenfc
‘,'imbortante‘en 1a induccidn vy regulacidn de 13 respuesta inmune iﬂ
“yivg-e in vitro (30). '
“Los maér6f§gos son  necesarios como mediadores para 1a

.‘[pﬁtivécién bntfgenn%espécffico de los IjanCiins-Ty asiVCQMinara

fprotexcos solubles en el linfocito T esta usualmante precedido parT

'su"proliferaci6n vy . es claro que el reconocimiento ~de éntigenos,‘jfv-

nsumo xniu;al del ant;genn por 193‘ macrdfaqos (31). Laf

nteﬁa:ciqn' celulancslula ‘0 v{é secraczon del compleJu—ant1geno d'

it leicos solubles del macrdfagu para el lznfocth'

pfatizady tam’xen la impnrtancia del matrofaqn en’ 1a

1”cunstanczas. 1os macréfagos Y';~

:61‘1 s supresoras,, a como -relulaﬁ"

Los macrafagos humanosf

nediadores

macrofaga-linfocito puede oeurrir’ dxractamente “vpbf_’ff

la capacidad def f,“

BntlfHPFDO‘i~
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dependientes de 1a tomicidad celular para varios células blanco de
la sengre (35),

tes mscrdfagos secretan un producto de 35 000 a 40 000
dsltones que induce & la maduracidn funcional de timocitos in
vitro, moléculs que e llamada Factor Diferenciador de Timocitos,
Este factor sctids sobre timocites madurps induciéndoles algunas
caracteristicas estructurales y funcionales in vitro (36,

QOtras funciones de los macrofagos ao  directamente
reglacionadas a la respuests inmune soni su importante papel en el
metabolismo del  hierror asi como sy actividad bactericida v

bactereostdtica in viveo e in vitra.

Los macré?agos son células secretoras de diversos factores
como es el ¥actor inductor 3 la proliferacidn de macrdfagns v
“ granulocitos (MGI), eritropoyetina, estimulantes de célulss B y de

células Ty lisozysa, . foctor estimulador de 13 migracidn de

"pnlimobfos ¢ interferdns entre otros (37)e A través de sus

fSecrecinnea Y recébidresQ'“eI,macrééaqo participe en complsjas

A;nteraccioneﬁ 1mp11cando componantes celulores Y hunorales de las..

redes inflamatorias e. inmunqldgicas. asi como tambx&n austanc1a5
muv bien caractsri‘adas que puoden ued;ar 0 aodular el teJidozf

dau do y'repararlo (39:39)‘ o

rocxentes han uvidengxado la existencia de un_ 

Estudzos

cRI); el cual sax‘

nductor a lafapariczén de receptores Fc

‘gh:mur:um'(LFS)._ ﬂdemas se ancantro que'este Factor";u:"lJ 



prateica ¢40,41).

La diferenciacidn y proliferacidn de ciertas células
~h9matopoiélicas depende de glicoprqteinas especificas, Uns de
estas glicoprotefnas es el MGl, también conocido come factor
‘estimulador de colonias de mecrdfagos y granulocitos (GM-CSF).

Este factor se ha encontrado en orina humona, gsuero animal,
michos te,jidos diferentes (42-53), lineas celulares y. tumores (54-
64), Recientemente se encontrd que al establecer una linea celulsr
de carcinoma. escamoso de la glandula tiroides, e obtuvd una gran
captidad de GM-CSF (61),

Cshe hacer notar que entre 1as células mas utilizadss para la
produccidn de MGT in vitro se encuentran los macréfagos y los
Fi#rublastos. For  otras _parte el wmedio condicionado par
Pibroblastos en ¢ultivo ha’sido'frecuentemente utilizado pars el
‘eséudio‘dE'laQ propiédades‘moiﬁcularea de este factor, asi como de
st posible funcién Fistoldgica (42-64). '

Hay . evidencis da qué el factor estimilador, de macréf&dos ¥

gfahulocitos> influye en la regulacxon de la granulopoiesis, fnb
‘solo gn vitro (54.5 Yy sino tambxen ng vivo (56.65 74).-

Recientemente se Pncontra que al purif;car MG -GSF. ‘da orinaﬁ

Hmanay no estimulaba la furmacion de macrafagos y qranulacitos in

- nl ser . 1nyectado 1ntravenosamenta -] pacientes;ﬁ

"\se obsavvo .qne su nzve & incrementa g' al'

vic que este factor no t:ene efectos severos

'loﬁv_ m;hmos - desordenes B

dp la terapia de- cancer.‘

El uso ,pract;uo"”‘
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Con respecto a la actividad de este factor existe una gran
variacidn, v¥s3 que se obtiene de diferentes fuentes., Se ha
encontrado un rango de actividad especifica que va de 75
coloniss/mg de proteina en orinas humana (74) y 890 colonias/mg de
proteina en suero de ratdn tratado con endotoxinas a3 40 000
colonias/mg de proteina en medio condicionado de pulmén de ratdn.,

Dentro de las carscteristicas de este factor se encuentra que
@s  termolabil, resistente o 12 asccign del etery a1z
desonirribonucleass y ribonucleasa, vy en la electroforesis migra
Junto con 12 fraccifn de las gamma globulinas, inmadia;amnnte
despuds de 1a albumina (43),

Otro  aspecto de gran importancia es su  peso smolecular, el
cusl varia Je acuerdo o las fuantes de obtencidn, encontrando
HGIvébn FM de 5 000 daltones, o, en @)l caso min oxtpemo con PM de
900 000 daltones. .

Los fibroblastaﬁ forman parte del tedidn cone:tiva lano, este

: nuce de un tipa primitivo de toJido conu:tivo qua s60 dasarrolla

”e"~,el’ embrxdn Yy que ha recxbxdn el nnmbre de mes énquima ‘(meeos.

dxo: enchvma, 1nfusx6n>. anter;ormento X1 crefa que todo el~»*

teJidn conectivo nacfa del mesudevmo y qran parte aai lo hace{".

‘dnsdﬁ el ectodprmo. El mesenquima e%ta cnnst:tuidn principalmente ;

amorfo de sustancia 1nterce1u1ar con celulas

,sarrollando, on; los lugares donde aparecnra 'él L

las celulas se diferencian en d:varsnr ‘tiposl

: §11ég¢Fé@org$,(§>yv'uiiliganddf-fhﬁésfﬁv'

»otra parte; sabre todo a nivel de 18 cabeza, - 9e desarrolla‘

diﬁtr;buidaa en tuda la. estructurao; Cuando eta'T‘
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parsbidnticas (ratas unidas de manera que comparten el riego
sanguineo condn) han demastrada, en una experiencia muy ingeniosa,
qué los monociios o cualquier otra céluls de la sangre marcada con
timidina, no se transforma en fibroblastos al repasravse uns
herida, Estos austores consideran que los fibroblsstos gue reparan
una ‘herida son de origen local; aque nacieron principalmente de
células perivasculares, células algo menos diferenciadas que los
fibroblactos vy gque pueden ser precursoras de ellos .
e los fzbrobla‘toa comg su nombre suglere, depende la
‘formacion deo fibras de las que se piensan elaboran la mayor parte,
o la totalidad, del componente amorfo do la matriz. Seon células
Qfandes; planas; ramificadas de aspecto fusiforme en perfil, Las
prolongaciones vsmificantes son delgados, El plcleo es oval v

alargadoy tiene una membrans nuclesar fifs,y uno o dos nenclealos y

'.'g‘una cantndad pequema de cromatina qranulosa fina, En los frotis de
o teJido conectivof el aapecto‘del nuc]eo es palido, pera :en el-
':material de cortev auele aparecer contra1do Y tpwido 1ntensamente

qpnf colorantes baslcns. En la:mayor partekde las preparqciones_

:hxstoloqlcas loé; bordes ‘de-las células son imprecisos, ¥y  los.

idenfifirac:on. Eﬁ:,}oé szroblastos jovenas, que_ partzcipanf’””
1nt9519 de 1n prote1na para 1s- producc1on' de‘ 8

citopla ma’ se observa relatxvamanbe

nea’ y ‘eé?’baséfi‘lo,

Despuus dp 'culmrac1on ﬁdecuadar -1m5

comm c111ndros delqadas »V:

'sdn numerosaf

caractereﬁ nurlpares ) tienan valor ,«imbontante”» para. 1

Dor la nlevada conrentrac1on dn ratxculo,fﬁf
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esta digperso vy solo es débilmente basdfiloy porque tiene muy poco
creticnlo endopléﬁmico. A los fibroblastos maduros s veces se les
denomina fibrocitos (772).

Los fibroblastos so considersn células  fijas del tejido
conectivoy pero pueden observar hasta su vida adulta 13 capacidad
de crecimiento v regenevracidn, Cusndo se estimulan, por ejemploy
en la peri?eria de las heridas en cicatrizacidn o en los tejidos

quemsados,y - pueden mostrar smovimiento lento de desplszamiento, El

nimero  elevedo de fibroblasios que oxisten en una herids  puede
depender de que los propios fibroblastos son capaces de actuar
como ‘ecélulas madres, Sin embargo 13 mayor parte de los autares
© ccresn que ‘en tales circunstancias, si bien lps fibroblastos son de

origen local, nacen de ¢élulas algo menos diferencisdas que ellos

27

Los fibroblastos son células secretoras y entre sus productos

.dé,5ecreqidh “e encuehtran dos principales! procdﬁagena Y mucopo-

‘fiisﬁkafidoéy v alqunos tpmbidn . proveen elastinaysecretando  sus

productos‘ hacxa ilai suétan:ia cnrporal. Y prabablemanie por

fdiversas;zanas @, todo alrededor de 1] sup@r?:cie (4%,

Desde principios de 1950 cuando la activ;dad del anticuerpd .

’npor primera VF~ asocxada con la fracczon de 1a qlobulzna gamma

ﬂs decxr la propxedad de ‘combxnarse w

ustancxav Formacxon

que p PDVOCQ su
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introducidas en el cuerpo (79).

L.as inmunoglobulinas son glicoproteinas compuestas de 82-96X
de polipdptidos y de 4-18% de carbohidratos. E) componente
polipeptidico posee casi todas las prupiedades bioldgicas
asociadas con las moléculas de los anticuerpos., Los anticuerpos
son moléculas bifuncionales que se ligan de monera especifica con
el antigeno e inician tambidn todo wuna gama de fendmenos
seﬁundarins como le fijacidn del complememto y 13 liberacidn de
histamina por las células cebadas, que son independientes de su

especificidad por el antigeno, Estas dos clases de actividad

purden localizarse por separado en a3lquna parte especifica de 1a
moléculat el eslabonamiento del antigeno @ la sccidn combinada de
las Tegiones varisbles (V) de las cadenns pesadas (H) vy liqarés’
ALYy ¥ las otras actividades 3 1as regiones constantes () de lag”
© cadenas H- (7 9). v

La un1dad baa1ca de 1a estructura de la innunoglobulina es un

complejo de custro polipdptidos, dos cadenas L idénticas y dos
‘cadénan‘ H 1d5hticas unida" por enlaces dirUIPuro. La poreidn del - ‘~.ﬁ9
mxno termxnal (N termlnal) de lds cadenas altas vy baJms difieren

‘sustanc1almpntﬂ en‘fla ‘secuenc1a “de amxnoacmdur entre ;evpecibs

.1n'iV1dualea de antxcuerpo. Esta regxcn variable de la cadena alta

mbina para farmar el aitio de unlon ‘del ant:qano ;de

eterminan la reqxon constante son ident;c

3 ‘s, m1 ma cldse,,fLES‘ req1onesf

responsabxes de:
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eliminscidn de shptigenos, Las inmunoglobulines en el cuero de los

mamiferos pueden ser dividides on cinto closes en base # qua 12
spenencia  de  aminodcidos difiere en 13 regidn constante de  su
codena pesadas  Estas cleses son designodes IgM,  Igf, g6, Tal e
IgE Y corresponden a8 anticuerpos con  funciones efactoras
diferanbes, Un ejemplo de la diversy fupcidn efecters aspecaflicads
por 1las regiones constantes de la cadena pesada es el transporte
difurencisl de snticuerpos a troves del tegyidos Los moléculas 1gA
s0lo puedet  ser tronsportados o Lraves del ruevestimiento
intestinal  en el lupen, mientras que 12 IgG solo a través de 1a
' placents 51 feto (80) .
Los dnmponenteé de 1o membrons celulaf que 9on Capaees dé

in: i 7 . ST
combinarse con la porcidn Fc de las moldculas de  inmunoglobulina

son quinidds come ZPEQEQLores Fo (81}, Los . rocepbores que’
'reconocen —V unen la porcién Fe He la IqG‘han sido detectadosflén;
: una omplia varindad “dir células incluyendo linfocitos y leucoéitos
”’bullmurfanuclnaran. JE“ dﬁée_‘qhg, 3 recébtur pata Fc' esﬂ3un§_,
prnplednd adqu:ride‘;'purh_bééldlhg ‘meloides’ }durahtg‘ véd'

dlfarenciarlon (40,41)

.gagu MuCP6faQQ”< ademau,v purtan ehvsu superficin receptores

omplemento v re pptorws no Psp":x?lco”

Fki rmn da fés[

: 1nqu11na,‘ Pibvinai¥

para"ﬁustaﬁciés_.,:f’
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1a unidn de una fegidn del anticuerpo 3 un sitio de reconocimiento
o receptor, sobre la superficie del macrdfago, [e este forma la
parcidn de la inmunoglobulina que se une al macrdfago es 1a Fcy en
tanto 1a porcidn Fab une inmunoespecificamente al microorganismo
patégeno (B84), ‘hdemés de su funcidn en la eliminscidn de cuerpos
extrafiosy los  rveceptores Fe de los macrdéfagos funcionen en la
) eliminacidn fisioldgica de eritrocitos viejos o inviables (85).
. La presencia de receptores Fc es evoluada hoy en dia

principalmente por el ensavo de rosetus, en donde erditrocitos

xenégenbs sop cubiertos con anticuerpos (EA) vy luego son expueaﬁos

a los macréfegos. La mctividod del receptor Fc es indicada por 1o

'édicién' de eritrocitos sohre la superficie del mocréfago en -una

cnanguvaciun denominaids roseta, Se cuenta con tecnicas en las que

fsi‘ los eritrocitos son premarcados con Cry pueden ser contadus"'

automatxcamante- Tamhien -1 emplean copjugados de anticuerpcs dqh

'fluoves;encia que se unen a los: macvofagnﬁ b4 de asta manéna “son

COnbédus con vapavatos que sppdvan 2 las celulaP de acuevdo a su

iferpncxa en f!uorescancza <86).

EI-:ﬁempleo de rosetas Eﬁ 3 ha raalizé&n' nb'yéolbkfén

de:

1nvestigscion »basica sobre 1a naturale*a y funcnan biologica

s'no tambien a nxvel clfnico en el que est

ndal- cancgh{*

'de ﬁvmdina Eiot;na peron;dana e;te"

'on de re eptores Fc en macoofagoaf-'

el metndo que ,emp;ed »particu135 '
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fluorescentes de 2-hidrosxietil metacrilato con dinitrofenol v
anticuerpos monoclonsles antidinitrofenil de tal forma que con
este se detectan receptores Feo y la fagocitosis mediads por estos
receptores (89).

Se han descrito varias funciones inmunoldgicas de 1os Fc
incluyendo su papel en la inmunofagocitosis, la localizacion
particular de complejos inmunes, lo citotoxicidad dependiente de
anticuerpos, trans?erencia' placentaria de IgG e inhibicidn a 12
retroalimentacién de sintesis de anticuerpos (90-94).

Los receptores Fo son  muy sensitivos & los iones Catt
contenidos  en el medio (%3)y @ los efectos de las drogas  que
a?ectan el citoesqueleto, =2 los combios metabdlicos y a los

'caMBios de temperaturs (96,

Recientemente se enconyré gue las prostaglendinas producidasg
par  monocitos. influyen en 1a expresidn de lus receptores - Fo en
té}uiaé>T huﬁénas. Cuahdo se adicionan proptadlandinas de la serie

:/'F . e 750brenadantes 'da cultivos de monocitde se  incrementa - el

mero de. celulas T que presentan rpceptores Fc.

"}a actual;dad el desarrollo y perfeccionamienta da ,la

alsladas del organzbno  an1ma1..; asimismo es - una

bi Eque permitw realizar Pstudxos encam:nadas a uﬁ
' ’ proceng celulares : bas1cos.},wéi
' ' ‘ enPrentaron 1ilos ' pnxmefosﬁ
, ncontrar medios de éﬁiiiv;j 

entos 1ndxspensab1es para que las

_células

de cultivo 1n vitro ha permztxdo mantener orqanos. teJidus;' )
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como los trabajos de Roux quien mantuvo placs neural de pollo  en
una solucidn  salina caliente (97), En 1907 Harrison cultive if
vitro células nerviosas de anfibio utilizaendo como medio nutritiva
plasma sanguinec (98), Debido a que se usaban como medios de
cultivo fluidos v extractos de tejidos corporsles, su complejidad
no permitia observar ol efecto de unae determinada sustzancia  sabre
el comportamiente de las cdlulas, por lo que se les 1lamé medios
nutritives indefinides, Esto provocd que se dedicaran nayores
asflerzos en la busqueds de medios de composicion conotida, ‘que
permitieran estaoblecer el efecto de las diferentes sustancias
505re las células.  DUe osta menera en 1929, Pesker utilizd medios
semidefinidos, que contenian glicina, dcidos nucleicos, glutétién
Yy hemoglobina, suplementados c¢on  plaswa humano ¥ - extracto . de
embridn de pollo, en los gue logro mstener cdlulas de sarcoms dg'

ratdn en crecimiento coantinuc (79

Posterlormente en 19859 Eagle  implemento el primer  medio-
‘minimo, asencial, que como  su nombre lo indica contiene  los.
;eleméntos,;,tanto organicos -como .inargdnicos. béSicoa’rpara‘ 84

rec;mzento ‘celular» ,entra los ‘cusles se encuentran doce de los

N ve:nte amlnascxdos Fsenczales (100).'

Despues de egte medio qe desarrollaron otros dlferente con

fneasfca ulares espec1f1caay entrn los que se encuantran 91 MPdIO B

de obtener condiciones opt;mas de crecimxento parar’ff~'

cual Pue usado camo madlo estandar

para clonado
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estos medios con suero, ya ses de csballo, humano o fetal de
bovino, los cuales contienen promotores del crecimiento tales como
hormonss y proteinas

Asimismo asunado a3l desarvolo del cultivo de tejidos se
establecieron las condiciones fisicas dptimas pars el crecimiento
celular, imitsndo las que se presentan en el organismo de los
mamiferos. Generaslwente se emplea upa temperatura de 37°-C, uns
composicidn atmosférica de 5 s 10% de bidxido de carbano (C02), en
el aire 1la cual junto con el bicarbonsto del medio de cultivo
permite ﬁantener un pH entre 6.2 ~ 7,2, ademis se utiliza un
ambiente hdmedo a bunto de rocio con el fin de evitar 1la
evaporacidn de los cultives (101),

Debido 3 -su facilidad de obtencidn y de mantenimiento  en
cultive, &l tejido hematopoigtico se ha emﬁleado Frecuenteﬁente en
iﬁyestiqacién. Far epjemplo, como sistemas de prueba pars medir

: eféctps,de diversas sustancias quimicas, as{ como para estudios de

:jdifarenciacién vy proliferacidn celular (223,
“Eg’ innggable la “importuoncia que tienen.los receptores Fc en
’~IéuC6citoskpafé 1z defensa delvorqanismo contra cuerpas eﬁtréﬁoe.

"En consecuencxa el entendzmzenta dP los mecanismus de la 1nducc1onf

la aparic:on de este raceptar nos dara herramxentas necesarias,
ha:eyaluaqo ia 1nducc;nn ¥

totéiés de méﬁula oses;, se -
cinptxca -de,’indhccién “en
10 ‘san lns macroFJgoﬁ. Evta

el interes de estudiar"un

au?ainduccidn

me anismd‘,def

ru,qug;tamb;en.;lpg‘ macrofagua ;éﬁﬁr_j“?f‘
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copaces de producir FeRT. En caonsecuencic on este  trebajo e
plantes la obtencion de medios condicionados por  macrdfagos
maduras ricos en FeRI v on efecto inductor en wecrdfagos inmadurag
obtenidos  tanto de la médula dsen como de ls cavidasd peritoneal,

Ademas wse.plantes estudiar los mecaniswos de autoinduccidn o la

farmacion  da receptor.s Fo en macrdfaqos v la determunacidn de la

interdependencio entre el inductor de preoliferacidn (MBT) y el

faetor inductor a la aparicidn-de receptores Feo (FeRI),
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HATERIAL Y METOLOS

MATERIAL RIOLOGICO
ANIHALES

Todos los ratones que se utilizan psra 1o elaboracidn de 1los
ensayos son huembras de la cepa Ch-1 mantenidas on el biotevieo de
ia ENEP~Zaraqqza. Para 1as pruehas de aparicidn de receptores Fo 'y
proliferascidn en cdlulas de ndduls Gses, =e usen de 4 o O semanas
lde edad} para 1lp abtencidn del medic condicionsdo donde se

» an;uentra el factor inductor de proliferacidn vy difuerenciacidn

gelular (MGIJ), =e cultivan riRones de ratones de 2 semanas y para

S1e 0 obtencidn del Pachnr inductor 5 1la aparvicidn de receptores Fe

(FCRI), ’acrofagns perituneales do_hambras de 12_semana§.
. ERITROCITOS DE CARNERD
Los erltrarxto Be obt:enen de cavneroa machns sanuq medxante

ntxdad equivalente de ﬁlsever (ﬁpand;ce Ay

angr do de la yugulaﬁ en Forma aséptica, inmvd1atamente ‘despueslktA(f
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INMUNOGLDEUL INA 6 (IqG)

Sus nsa inmuneglobulins G (78 laGy Cordié Laha, lSA)., Ge
emplea  o©n uwna dilucidn de 1314600 un solucidn buffer de  fosfatos
(FRS)  (Apdndice 2) ¥ una vez hocha la dilucidn se coloca en tubos
de  ensayeo ¥ se Conservo on congelacion a5 ~20°C hatta sy uso,
flebido & que la IglG diluldo se desnaturaliza, cuande  existen

porciones restentes se desechen.
CULTIVO CELULAR

Como fuente de nutricidn se use el Medio Minime Esencial de

_rFane (ME) eon edeceso de vitominas v aminodcidos (Gibeo Labb, U 3A)
.j(ﬂpendicw By al quw B8 lu adiciona 100 al/ml de pnnicilinn G v
100 ﬁl/ml e estreptomLCInnp como medida preventive dis- uns posible
vcontaminmcxon bactev1nna y 3.7 g/l de bivarbonato de sodio - parp

ﬁﬁéﬁeﬁj”qn, ‘pH F:s:olnqxro ‘de 7.2 en-los cultivos on prasencia

~

';1un diametru de poro de 0.22 micrnq para‘ qarnntx:ar la

tor 1Vd7d dL] medzu.,rv

smo. 'nara ubtanpr 'ex nudio de cultzvo, el ’MF"ﬁe
uplem nba“en}alquﬁn uca%idnoq con 107 dp suero fetul de bavlno y:~i'
104“‘de

de cnbmlln

(H:crnl Nhuiuo),'

rt*rn
Para e} ‘cultiVQ,

ot} nna 1ncubaén11 con 1umpvrnturd tnnshnnrv de 37°

( Y'una atmos?eun re]attva de 107 do vnzi.

IL cantadnd Y cnndlumunef rwqupr\dna7

“de‘Petrtl Ya ﬁv1 da vidr;u 'a o
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plastico desechable de 60 X 1% mmy las cusles contienen siempre un

volumen final de 5 ml. Fara observar las céiulas en cultivo se

utiliza un microscopio de tipo invertido (American Optical, USAD.,

PRUEEA DE ESTERILIDAD

FPara verificar la esterilidad de las soluciones utilizsdas,
88 colncan 3 gotas tanto en tubos de ensayo gue contienen 2 ml de
caldo ~de soya tripticass al 3%y como con 13 misma centidad de
caldo de Ssbouraud (Biouon, “Meéxico) previamente esteriliradas en

autoclave, Se incuban las muestras durante AQ horas a 377C v se

observa si hubo proliferacién de micrporganismos contaminantes.
OBTENCIDN DE FABOCITHS DE MEIULA OSEA

199 sacrifican_ ratones mediante dislocacidn refalo—medular;

. para pvoceder a retirar los Femures rolucando]us xnmndiatamente en .

}caJas de Petri que cnntxanen PBS. En sequiday a8 elzmxna la maynr

cantndad posibln ‘de tledD muqcular circundantp, -1 fcnvtan 138

epifisis con una-. tidera pequﬂwa V con una Jeringa de 1 ml que

Lantlene” PBQ, se hace Fluir el 11qu1dn de un ertremo N utro délﬂ!j

o. para calectsr el terdn medular en un tuba de ensayo.« haé")‘

ulas asi obten;da ﬂ‘e 1mvan con PBﬁ por centrx?ugarian, 4 tféa'

i 8e ad1cionan 5 ml

de . mpdid]"}‘q'

s edn:

USﬁ).

omatro: ﬁmer:can Optacalp Se slembran para cada'
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ELARORACION DE MEDIOS INDUCTORES

~MEDIO CONDICIONADO FOR MACROFABOS RESIDENTES (MCHacR)

Se sacrifice al animal y para extraer las cdlulas de la
cavidad peritoneal se inyectan 10 @l de PBS, dandole un ligero
movimiento con el objeto de suspender la‘mayar cantidad de cdlulas
y pader recuperarlas 3l extraer 21 PRS. En seguida se caloca el
exudado en  un tubo cdnico de pléstico' el cusl se nantiene en
hielo para evitar hasta donde ses posible 1a  adhesidn de los
fagocitos o sus paredes, Posteriormente se repite el proceQa de
extraccidn de macrdfagos residentes con 5 ml wds de FBS, Las
cblulas asi o?tenidas se lavan por centrifugacidn, se resuspenden
en 5 ml de éedio de cultivo para proceder al conteo celular. Se
sie;bran 4 X 108 ¢flulas en cajs de Petri de vidrio (Pyrex, USA),
se ;ncupan durante una hora con 1a finalidad de que los fagocitos

se adhieran 8l reciviente de cultivo, vy se retiras el medic en el

que. van ‘todas aquellas cédlulas no ~ adheridas, En seguida se
‘ adir1nnan :5 ml de mediu de cultivo numvc y 10 ul: (de la gold:ign'

stockk 1 Ag/ul) de lzpnpolzsacarzdns provenientes de - la pared

celular de Salmonella tzghimurium (LPS)(Siqma Chem.n UsA), se.

‘Vncuba por 4 dzas. 1 recoqen lus madios condicivnados vy se
'entrifugan éf u00 q purjé ninutos para elim;nar las’ célulasg ‘en

uspensidn' Se almacena 91 sobrenadante a —20 ¢ haata sy us0.

-HEDIO FONDICIDNhDO BE FIBROBLASTOS DE ﬁ?nON (MPF).

Para abtener 105 €ibroblastos dn rinan * éer sacrx?ica 'al'

sa hacen. dos inciszones dor

;yeqéQ\lai capa’pqsqylpr,; pastariormante se Jalan vy cortan 1@5'.

 1atera1esu se abre la p:el yooo




23.8.
rifiones  los cunles se colocan en c¢ajes de Potri con PES a 37 ‘e,
enseguids se les guits la corteza « Se fraccionsn en pedacitos lo
‘mds  pequedos posible vy todo el macerado se resuspende en 10 ml de
FBSy pare ser calocodo en un matraz Evlenmeyer con 30 ml  de
tripsina ol 0.25% (Sigmo Chem.» USA) (Apéndice 4)y, se agita en
parrilla mognétics dursnte 10 min v velocidsd media, se desecha el
sobrenadante vy se-agregon 30 ml de tripzina, oe agits entre 30 v
A% min mds, haste que 1o solucidn se vee turbiz. En seguids todo
"@l conbtenido se pasa a travds de un tamiz fince de nvldn, se colocs
en un tubo ¥ se lava por centvifuagacidn, finalmente se vesuspende

Cen medio de cultivo para el conteo celular, Se siembron en cajas

de Fetri.de vidrio 1,5 y 2.5 X 10%élulas, Al cobo .de 4 y 8 dias
dependiegndo de 12 saturacion de las cajss de cultive, se procede a
raroger el medio condicionado (MCF) para posterioruente

centrifugarlo v almacenarlo a +20° hasta su uso,

—MEDID CQNHICIONAHO FOR FULNDN (MCP).

789 inypctan r tohes por vxn 1ntrdvenasa con O 1 ml de - PRE-

jédnienienduﬂfﬁg pl de- lipopullsacaridur -de Sglgnnnll xghlmuriuml

'(nnqma,, USA). Daqpuea de tTEa hnrav se ,acr1f1can a 105 an1malesy '\

'\nnadq medxunte centrifugacion a l 000 g

TR ,cnnserva aﬁta ‘el momentn de su Tuse a”
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FREFARACION DE ERITROCITOS SENSIHILIZADOS CON ANTICUERFO (EA),

Se toma 1 ml de eritrocitos de carnero ¥y se lavan por
centrifugacidén, Al botdn se le agregan 4 ml de IgG y un volumen
igual de FBS, se mezcla e incuba por 30 min a 37°C. Se centrifuga
Qurante 3 min, se desecho ®1 sobrepadante vy se lava una ver més
para eliminar el exceso de asnticuerpo, finalmente sze resuspende en

8 ml de PFBS, El EA asi preparado se conserva & 4°(C hasta el

momento de s uso, (niunca después de 5 dins),
TECNICA FARA LA EVALUACION DE RECEPTORES Fc,

Se utilizan cdlulas de nédula dsea despuds de 4 dias de
incubaci6hp se revisan los cultivos en el microscopio invertido, ¥
eh} Bequ1da de corroborar visuslmente el buen estado general, se

'procede a separar las celulas adheridas al suatrsto. Fara ello se‘
u&xliﬁa‘ un qendavme de hule y Junto con 1las celulas que  se

entuentran en suspensién se colocan en tubos de ensayo, Se%lavan‘

j diéﬁge centrifugscion y se adicicna 1 ml de FES,  Se préceds ar
fagfe@drlés 100 “ul de EA' Y se. resuspende para posterxormentewf

1cent ifugar a.500 q duranfe 5 min. Poster1ormentede una incubarxon' 

Ab ‘30 min en baNo de agua a 37°C v para evaluar el porcentade de

':un hemcc1tometro.' Se consxdera cnmo roseta 8 aquel

de tre: eritroc;tos adheridos ,a _éu

l'celulasv adheriqas al

‘1receptoras para Fc se determina el porcentade de
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sustroto, B8e procede a8 retirar de los cultivos todo el
sobrenadante vy 3 lavar las ca,jas en 3 ocasiones con FBS 3 37°Cy en
seguida se agrega 1+5 ml de PBS y 0.5 de EN pars después incubar
durante 30 minutos a 37°C. Se eliminan los eritrocitos no

adheridos mediante un lavado con PES, para finolmente fijar vy

9

tenNir (hpéndice 9.

Cusndo s avalusa Gnicamente lss cédlulas en suspensifn, se
retiran epstas de las cajoas de cultivo v se ponen an tubos de
ensayo para lavar por centrifugocidn, Fosteriorments se agregan un
ml de FES y 100 ul de EA, se centrifuga v se incuba durante 30

minutos 3 370, ¥ se procede 3l conteo de células con receptores

pére Feo
- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL MCMack.

Fafa determlnar la. esctividad bioldgica del HCHacR due,

>contiene el factor 1nductor'a'lé 'npaficién de ~recepturos Fci

f(FcRI),, se procede a’ cultxvar 8 X 1& células de medula 5593 n»

3caJas de Petri de plastico (Duranqo Vela. MéxScu), Y 86 adicionan'

”incuban durante 4 dfas para luego rea11 ‘ia evaluaC1on dal.

. orcentaJs d& colulas con rec&ptnres Fc.

nsrennxnncxo&&bé‘thﬁcrxuxnan_ndeqebe:nEL'ncF.’

ViOO(,pl de HCHacR . Estas celula .en prasencxa dell inductor nei o
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cajas de Petri de pldstico a lss cuales se les agregs 20X de MCF
de 4 u 8 dfias, Bespués de 4 dias se procede a evaluar 13

proliferacidn mediante un conten celular,

CULTIVO DE CELULAS NO ADHERENTES DE MEDULA OSEA,

Se siembran 8 X 106 células de médula dsea en cajas de Petri
de vidrio en presencia de 20% de MCF durante dos dfa#; 1)
“recolectan tanfo las célulaq en - suspensidn como &l nndia,”
i'condic1onado (HPMU) pard ponerlos en cultive durante dos dias nas.
' Finalmente R 9valua la :ant:dad de células con  receptores Fc

CtFig, -

' INTEﬂﬁCCION DE rELULns nnHEnENTEB. GEQULAS‘1 ﬂ'7“7

ELULﬁS ﬁﬂ ERE‘TES cun EL ncno.

dherentea, las,cuales_a gu,vuz;;~




NN

.. 0% MCF

4" ¥EDID CADICIONAO POR FIEROMLASTOS

NPT

1 MEDIO OONDICIONADD DE C&UIA'-‘%‘,V‘?S?HE ’




27

RESULTADDS

FRODUCCION ~ IEL FACTOR INDUCTOR A LA APARICION DE  RECEFTORES:

Fe (FeRI) POR MACROFAGOS RESIDENTES DE LA CAVIDAD PEﬁITDNEAL;

Dehido a que los macrdfagos residentes de 13 coavidsd
prritoneal (HacR) al ser  estimulados in  vitre ° por
iipopnlisébaridos (LP8) bacterisnos secretan el factor FecRI  (43),
Yo con ia finalidad de obtener suficiente medio condicianado (MC)
por’ di&has cdlulas (MCMack) y asi disponer del factor para la’
Eaalizécién’ de ensayos posieriorest se cultivaron los %aqocitos

‘wésﬁiﬁﬁléhéolns: con '1d‘gg/m1 de LPS  provenientes de.  la pared

" €elular de Salmonells typhimurium, Al cabo de 4v_dias “se

xicbie&taran‘ 4 dxferentpa MCNdrR (Gubfnd1ce 1323 4) y con ‘él
f, a agreqar 100 ul de cada uno a cultivos de celulas ‘de

Fc.~En el primer ensayo 88 encontra :3 Lodos 105 MCMach':ﬂ

t

,.‘
51endo e

(Tabla 1>..

untvul (84)

iy n; segundo”

. ocasxon Ia diFerenc1a entre el rontrol

; propos;tq de determxnar 18 eyastenc;a del factor FLRI en. plloa.Jse..x“

: Y despues de a4 dxas se Ies evaluo 'la apar:cion 'def, . :

;induc;endo al menos 10/ nis de celulas can:  receptores,;vli
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FROUCCION LEL FACTOR INIMCTOR A LA FPROLIFERACION Y
-DIFERENCIACION DE  MACROFAGOS Y  BRANULOCITOS (MG FOR

FIRROBLASTOS IE RINON MURINO.

9e sabe que el MBI es secrrtado por diversos tipos celulares
(S5~63), entre ellos los fibroblastos) por esta razon e
figultivaron - fibroblastos de rifidn murino para usar su  MC  (MCF)

cocomt - fuente del factor, con 12 finglidad de determinar las

. ‘condiciones iddness de su obtencidn se cultivaron tanto 1.5 como
w2g X 105Ffibroblastos vy se-espero 4 vy 8 dias respectivamente,
tiempo en el cual 1los cultives visuplmente habisn llegado a

‘ v’
‘saturacion.

‘Nuestros,rasultsdoe mostraron una actividad inductora similar

‘para todos los MCF obtenidos (Tabla 2.

.9?

stas, puede

Ten endo»en cuenta
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INETICA BE AFARICION DE RECEPTORES' Fc .EN MACROFAGOS. IE MEDULA
el

*é Lultxvow: de'f‘nbe
stimulara la‘praleeracio de nUEvos macrofaqns];
1o anterzor e

dfna Cen
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presencia de MCF y se evalud el porcentaje de ¢élulas con rosetas
EA que se encontraban en suspensidn, asi como el de aquellss
adheridas al sustrato de cultivo, Simsltdnezmente se determind la

poblacidn celular & 1o largo de todo el experimento.

Al realizar el contero celular se encontrd, o los cuatro diss
de cnultivo en presencia del inductor (MCF), un aumento de 225 vy
208 X 10 4 células, en comparacion con  los controles que

presentaron 125 vy 142 X 10 % células en el primer v sequndo ensayos

respectivamente {(Tabla 3>, ohservandose gque 1p poblascidn iba -

‘disminuyendo - a nmedida que pasaba el tiempp esto es up  fendmeno
‘normal en .cultivo de méduls dsea yo que aMchas  células  mueren

durante los primeros dias ¢Tabla 3).

For - otro - lado se observd gue habis un  aumento en. el
fpbrcentaje de células;edhereqtes cnn'rgceptores para’Fc an ?unciénv"
del t1empo  de. cultivo en pféggnciérde“MCF, (Tabla 3)} par 'el"

;pnimer»i»ensayo se obtuvo 1,_ 14Ay 58% .de células con rﬂceptures

:parach y en el ngundo ensayo se confmrmo dzuho aumento con’ J. 16,'

457, - N las 1y y 4 dfar resppctivsmente. En: los das ensayos o

ede obsnrvar que el parcentade mas alto Pue para 4 dlds d

receptores que presentaron las, 'células
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el primer vy seqgundo ensayo respectivamente. Aunque en los dos
ensayos puede notarse un leve incremento en el porcentaje de
receptores respecto al control, an general es muy pequelo  al

compararlo con el que presentan las celulas adherentes (Table ),

En  resumen, nuestros . resultados miestran que €1 mavor
paorcentsje de receptores Fo se encuentra en las céiulas adherentes
@l sustrato! assimismo se observd que a partir'del segundo dia
hab{s un incremento siqnificotivo en al porcentaje de receptores
Fey siendo este aumento psulatino y alcanrando el vialor maximo &
ioé A dias de - cultive., For lo tanto en presencis de . MCF

" incrementa 1a praoliferacidn v tambidn suments el nimare de Célu}as

" adherentes con receptores pars Fc.

"EUALUﬁCION DE - LA APARICION DE RECEPTORES Fe EN HACRﬂFﬂGDQ IE

_ HEDULQ DBEA EN PRESENCIA DE MCF, HCHB:R Y MEDIO CONDICIDNﬁﬂO POR’

”:fPULHDN snnuroxxco (MCP).V

. "Uhaf vez que se encontro que en prosnncia de - HCF: existia un[‘:>
ncremonto del numeru de células con receptoras “para AFc;« se

8 evaluar ai al ﬂCM;cR tambien era capaz de inaucirknﬂ‘i.r'*

‘ dé ﬁc?.

recsptarus Fc en ausenc1a Por lo anteriur, diferentesk;;[“

2 celulas adherentes con

receptoresi:f.*



TABL & 4
FUAIIACTON T RECEPTORES Fo TN PRESINCIS DR ONIF, KlhaeR ¥ KO

“{6Tulas een veceplores para be  (4)

Hedins )
Condicianados Ensayn | |  Tnsawo 2
. | 21 - P
CE 51 54
e M a0
T I o om

ey Coniral de lﬁﬁ ensagos sin redio condicionado de £ihvohlastos.

oy Celulbds de ot dula n»eﬁ o prosercia de redio condizimado de fleOb]&S!Uﬁ.
ZJ'VCelulas adhepenteq was medio cendicionada de dos dias,

¢ wéCglulas de nedula dsea en phesencia de medio condicionado de maerofamos.
Células de mednda osea en peesensia de wedin cendicionade de pulndn,
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celulas con receptoresy para MCF, HoMacR vy el conptrol

respectivamente.,

fAdemds, al cultivar célulss de médula dsea con MCF, el cual
cantiene tanto inductor para 1la formacidn de rosetas EA
(seme jante a la contenida en MNCHacR) como inductor de 1a
proliferacidn celular ({similer al contenido en MCF) (43), se
ancontraron en ambos ensayos valores similares a los de MCHacR v

MCF (Tablas 4),

Una wvez determinado que en los cultivos de cuatro dias con -
“los d;?erenteg inductores aumenta el ndmero de cdlulas adherentes
”-#Dﬁ receptoros, fud interesante evaluar  si era necesar1u,;ia
3presenciav de 13% - éélu]és en suspensidn, asi como del medig

'cundic1anado por todo el cultivo'para que este‘incrémento‘se lleve

:\ ﬁa cabo. Por lo anteriorr se prncedxo a cultxvar celulaﬁ de medula

pr€

'ncia de HCF v a 1o~ dns dias s retiraron tanto

vantes como €1 My~ permxtlendo a- las células"sdhereﬁtQQT

sen cultivo con medxo nuevo durante dos dlBE mds. . Se

1 purcentaje da celulaa can receptorea Je abaiié'&

no24: y ”9& para el pr:mer'y segundo ensavb. én

ningun zndnctor que presentaranv
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INDUCCION FPOR MCF DE RECEFTORES PARA Fc EN CELULAS ADHERIDAS AL

SUSTRATO DE CULTIVO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE LAS CELULAS EN
SUSPENSION.,

Bebido 3 que 2l retirar las cdlulas flotantes, lss adherentes
sufren una menor induccidn de rosetas EA vy con el propdsito de
averiguar si existe una interelacidn entre ambos tipos celulares
pars que dicha induccidn se lleve a cabo, en esta ocoasidn a los
dos diss de cultive con MCF se lavaron y regqressron las celulas B
flotantes en medio de cultive nuevop para permitir una iptersccidn

ininterrumpida entre las cdlulas en ausencia del MC. Dos dias

-despues se observd que el porcentaje de células adherentes can
receptnras se abate respectd al control positivo (48  y 44%),
.presentando 6nicamente 34 vy 18% en el primer. y ﬁeguhdo €Nsayo

fespeét@vamente (Tahla 5.

hsimzsmo, se colocaron dDS‘controles' negativos, el primeroﬂ‘

1z fxnalxdad de evaluar la induccidn. .en ausencia de S las

lulas flotantes 1 conatltuyeron cultlvos de madula Gsea én

'ncxs de MCF por dos dfas» al cabo de los cuales se lns retxro' .

) las celulas f1otante5y para . aqregarles

te medlo de culbivo nuevo por dos d{as mab. ElS segundq?f
‘an cpltivos 51n MCF. El ensayo Pua vepetido en dos
: Sf,y 35 y 287 respectlvamente (TabldTH
t Pav el MC por das dlas do 105 cultxvo,‘:qP i0~

de receptoref - Fey nueatros‘

L3 prusencia de este MC es nﬂcesdr13 p?pa
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DETERMINACION DEL FORCENTAJE DE RECEFTORES FARA Fc EN  CELULAS

FLOTANTES DE HNEDULA OSEA AL SER SUBCULTIVADAS

Tomando en cansideracidn que 2l retirar el MO secretado a los
dos dias de cultive par células de médula dses en presencia de MCF
la induccidn de receptores en cdlulaes adherentes dismingye} y con
la finalidad de detectar si las células flotantes podrian ser
inducidas por este MC, se procedid s cultivarlas durante dos dias

Vmés en ausencia de las adherentes encontrdndose porcentojes mucho
mas. bajos que el control sin MEF (26 y 25%); de 10 y 11% en el
primer y segundo ensayo respectivemente (Tabla &), LOS'PQSUltad05' 

anteriores indican que probeblemente euista una  ipterrelocidn

“entre células adherentes y las flotantes para que la_induccidn a8

. ls aparicidp de receptares Fe se lleve a cabo.

- EVALUACION DE LA INTERACCION ENTRE. CELULAS ADHERENTES ¢ (CELULAS
'47FL0TANTES Y su MEDIO. CONDICIONADO PARA LA INDUCCTON DE RECEPTORESJ
i:ﬂFc FOR HCF EN FULFIUOa DE MEDULA OSEA: -

Puesto que al retzrar el HC dﬁ lns cultzvoa de medula osea enf‘
;presenc:a de HCF 18 1nduccxon 3 la aparicxon de _receptoren Fcf’

: nuye ¥ cun 13 Flnalided de dpterminar Jl excluslvamentp esfé'f

*8 el cauaanbe de d1cha dxs

mlnucxdh'1 se cultiveron celulas da"

mgdula‘ase

para 8 las dus'dia reﬁi&arlea la calulas Flotantes YQAV

deJa' por dns dfab”mas solo las adherpntea Con el MC uhten;pnduse'Q‘

qun en’ ausencla de laa ceiula* en' quSpen iaon. vla_"

batﬂ_:gonJleﬂrﬁﬁ semeJQntes.gx regativo sin | MCF
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lebido - 3l  hecho de que al retirar el MC y dejar solo las
“células flotantes el porcentaje de induccidn se ahate, se
‘colocaron tres cultivos de médula dsea a los gque se les retiro a2
los dos dias solo el MC permitiendo continuar al cultivo dos dias
mas en presencia de medio puevo v factores inductores que podrisn
susfituir al MCy+ Al primer cultivo se le alNadio MCF como fuente de
MGI, a3l segundo MCMacR que contiene FcRI vy al tervcero una mercla
de estos dos inductores, encontrandose 40, 30 y 53% de ceélulas con
recaeptores para Fo (Tabisz 7)), Como el cultivo con mavor porcenta.ie
de induccidn fue aquel que contenis la mexcla de los ‘inductores
suponemos que ombos  se ‘encuentron en el MC, no obstante es
importénte sefislar que esta induccidn de 43% fue muy inferior a

ls prnsentada por el rontrol pasitivo (77%), Mas adn, el ﬂfvdehE"

‘a :joptimar'

,Ahélbgaménte, La cultins‘kdé, midula 6segrcan‘?HCF L6 - las

‘ran' ;apacem-d

sustituzrlaa paru inducxr la aparicion

: na 1nducc1nn mayor a la del nagativo éinf

cantener alqun elemento adicional a3l MGI v FoRI para una 1ndnccidh'iv"

,réﬁlrérbd ‘,olu ﬂias cplulas ?lotahteé deJahdb‘ sug’ HMCs yias: oo
'ea nc;a de MCF. MCHacR ' una me‘cla de ambos para :evaluar silill

7déff :

de. m:os 1nddctores (?°Z)p' que cuandn 5@ uso:"‘u

5 c49nc1a,nuestvu rebulfadon:

célulag’

ndican qug: SR

flotantes. son - una fuentp dP MBI ¥ FcRI v -que ambos
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fk’fcnng .Celulas adherentes was wedio condicionade de 2 dias.
COGFF o iChlulas flotantes nds MCF,
PR iCElulas fletantes nds MCHacR,

- FFR iCelulas flotantes wds WCT y HCHack,

7*f”CﬁﬁgF G lulas adherentes nis nedio condicionade de 2 dias y MCF,
- CAMpR iCElulas adherentes was madio condicionade de Z dfas y HOMacR,
~ CAMoFR:Celulas adheventes wis medio condicionads de 2 dias, HCF y MCHacR,

73«;CRFM3"Ce1ulas adhewentes wis fICF y Chily.
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. 4 . . .
factores con necesgrios pard que una optima  induccidn de

recaptores Fo en cdflulos adherentes se lleve o cabo.

Les controles consistieron en cultivar células de mddula oses
sin inductar (conbrol negativo), asi come con MCF durante A4 dias
(control positivo), rresvntéﬁdoﬁe up o A%y 77% de células

adherentes con receptores para Fo

Siepdo que ¢l trotamiento de lavado hecho para retirar ya sea
las célules ?lutantem o el M0 de los cultives pudiera ser un
factor que afecte el proceso de induccion de la aparicidn de
recaptafes Fc se procedio a cultivse cdlulas con MCF o los que a
los dos dias ée los retiraron las células en suspensidn 'y su MOy
‘én' sequida de un lavade les fueron regresados, encontrandose  un

cporcentaje - muy  similer al valor positive (?8Z),  de ' aqui puede

_toncluirse  que el tratamiento de 1dvado no altera el prurv 500 de

7;iﬁdﬁéc18n. Ademés ) rnlof6~un contro\ o tra al que decpuds de dosi
 v df5£‘ :nn HCF 58 le reiirarnn fnntu LQLU‘OF Flotanteu como (rry MG,
EdnJandolo contxnuar pov dos dla« mda. on medio nuevo v 8@ qbtuvn'uh'»1
: j,dluldv adherentws Andu’ di Sy valnr que -1 muyrseﬁéJadfe’al-f

neqativn. He La mxsma manera qp proced:o a rapetlr este;

encantrsrun valnr#q .nmilarwg 8 lof unccntradmb paral

Vlg cual covrobora nue"trab supo;ic1oneq.
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DISCUSION ¥ CONCLUSIONES

k Durante muchos eRos se le asocio al factor inductor a la
proliferacién y diferenciacidn de macrdfagos vy granulocitos (HBI),
1a capacidad de 1llevar a dithos tipos celulares » un  proceso

completo de maduracidn, sin  embargo recientemente se han
encontrado otros factores que colaboran en @l proceso de la
diferenciacidn celulav completa. Entre estos factores podemos
»mencionar @ los inductores de la aparicidn de.receptores Fc (FcRD)
Y €3 (CBEI) en las membranasvplasméticaz de diferentes tipos de

fagocitos,  Cabe hacer poter la existencis de. un - interesante

'macanismo de autoinducciénv mediado - por los  macrofagos  de 1a'~
'cavaddd peritoneal de |atnn nediante el cusl evstos son capace> de ‘

is;ntet{; ar .y spcretar al media de cultxvo tanto MGIL como FcRI y(,

Tomando “en 'ﬁbnéidéraciéﬁ'que'pqr 1o general en tados ;os

o ,d diPerenciacion mieloide -3 utiliza’ medula ‘ osea:'
v ‘ é' plantea la interrogante de i el MGI 'y el FcRI Qanf‘
ra f.ia: evistencia  de celulasfﬂ‘5

0

vnurante el desarrollc de Pﬁte traha)o se encontroii

necesariq ademéﬁ dP la pregencxa dP HG

producidas pnr ce)ulae de lal medula “osea_t_f

81 algun otru factor es nacesar:on "
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durante ¢l proceso de induccicn 3 13 diferenciacion. Evidentemente
estos  resultados abren un szmplio campo de investigacidn acorca de
los procesas normales de diferenciscidn mieleoide, que  bien
entendidos incidiran en la comprensidn de Jos procesos de

enfermedad en donde dichas células esten involucradas.

Aunque el MGI ha sido detectado en medios condicionzdos por
un gran pimero de colulas caltivadas ip  vitro, se  creyd
conveniente utilizar para el presente trabojo el producide por
fibroblastos, ya. gue estas células se encuentran  intimamente

11qadas en el organismo y producen factores capasces de induceion

”[recxproca. Como fuente de FcRI se ubilizd oquel producido por los
macrdéagés residentes  de la cavidad peritoneal por ser esta. 1o
ﬁntém°ﬁéluid.agnqu{nea que 1o produce (102): For dltimo, comn una

:  €uen£e naturdl que contenga HGI ¥ FeRI se. utilizdé el .medio

'condiciunado pnr pulmon wndotoviro, el cual se sabe cantlnne estnsf‘

' fdus Factores an’ qrandes cantidad@s.

1nue§trbs résultédos' ancontramos que 'al ¥y como era de

ensayar lbg difarente : medxus condicxonadov:‘de

un’ aunente en 1a proliferacion celular con rgspecto;fg;

'Wdos* mvdioq S

di tipo flbrobl [

tlco'que 56 siembrnn inic1almente;

el‘cultxvn hava:llegado a saturac:on.

_durente., 4 dfas ;ncrw., o dirsnte 8 dias (MCFE) se LT
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En nuestras condiciones experimentasles se encontrd que el
mayor porcentaje de cflulas de médula dsea con receptores para Fc
lo presentaren 1las celulas adheridas al sustrato y que este
sumentsba durante el tiempo de incubacion, llegando & un maximo a
los 4 dfan de cultive. Suponemos que 1 sumento de celulas
sdherentes con receptores para Fe era el resultado de ls aparicién
de nuevas células de tipe macrofigico inducidas por el efecto del
MBI sobre los precursores mieloides, aunado 8l efecto del FcRI

procedente de las mismas ¢éiulas adherentes,

Aungue existiéd ‘una induccidn 3 1z proliferacién celular

s.eusndo  se utilizé HCF (que contiene solo MG1) o MCP (que contiene

L MGI y‘FQRI),' el porcenta,je de células adherentes con receptores

..pars Fe fue semejante al encontrado con MCMack (que contiene  solo

f?cRI), lo cual parece indicar que no es absolutamente necesaria la
'"p;ééahcia_,de FcRI para que,ia inducc16n~serlleva 2 cnbory que porﬁj
’6£Eo lado tampoco es indispensable la presencia del. MGI. E?@ds
requltadus noq. hacen »pensar que al HGI a1 producir macrdfaqbé‘

s‘induca en forma 1ndirecta la praduccidn de FcRI v que por

‘uestros reaultados ae podr1a suponerkyé 6ea qua*«

secretan factores~

conaecuenc1a. _ vy tomando - En

que’

se efpctue “ @n U B

‘cufa_preaencia sea
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la mavorias de 1lss células adherventes so adosen ol sustrato de

cultivo, <ce¢ considero pertinente eliminar va sea el MWC, 1las
células en suspension, o las cflulas adherentes sl cabo de astos
dos dias y continuar las cultivos para determinar si el proceso de
inducciéﬁ de receptores fc se llevaba a csbo en 1la ausencia de
cualquiera de ellos, Encontromos que tanto al eliminar &1 MC, 1las
célula§ en suspensién, o las células adherentes {al subcultivar

7 , 4 . . *
las celulas en suspepsion Junto con @l HC) 1la ipduccion de

receptores para Fo no se efectusba. En consecuencia supusimos que

4 ” .o
debe existir una interaccion entre celulas adherentes, celulas en

. .’ . : 7’
suspension v el MC para que este mecasnismo de induccion se lleve a

i caba,

:Paéé, determinar si el FeRI, el M61 o la mezcla de ~ambos

~pudiasen sustituxr,'al~HCyi o 3 las . celulas en suspension, e

;uti]zzaron celulas -adherentes en presencia de uno . de estos

‘elementns'y las dx?erentes Factores 1nductorea. Se encontro aue en’

resenc a dﬁ amb05 Factnres euxrtxo 1nducc1on Yy que estaera mayor
se utxlizo el NCv que cuando se emplearnn las celulns en

Szn «embargo tambzen ‘ xetzo una induccion may

Cde la

determxnar us propzedades."
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moleculares, e identificar 1a funcidn que pueda tener in vive. Ie
esta forma no inicamente se contribuiria al entendimiento de 1los
procesos de diferenciscidn normal hacis células inmunocompetentes,
sino facilitaria la identificacidn de algin tipo de anormalidad
que pudiese presentarse en el ser humana. Por ntro lzdo el estudio
de 1la posibilidad de aplicar este cofactor en forms terapedtica
para aumentar el nimero de cé&ulas con receptores para Fo y ési

ayudar al individuo a la defensa contra cuerpos entrafios, queds

abierto,
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APENDICE 1

SOLU&ION ALSEVER -
Es una‘aolucién isntdhicé anticoagulante, preservativa .que
‘-permite .91  almacenamiento de sénqre entera 8 témperatura de
hefrigerador {4°C) por alrededor de diez semanas.
| Los eritrocitos se utilizan durante cuatro semanas (un ﬁes),'
después de su extraccidn,
) El- pH de-1s splucion. esteril debe ser de 641

k, Se . disualven 1os inqredxentes sucesivamante en aqua destilada"”

’~;3(H 0) y la snlucidn resultante LR autaclavea & 15 libras durantw'* 

;15 minutos.

11000700




APENDICE 2

SOLUCION AMORTIGUADNORA LE FOSFATOS

Esta -solucidn se nusa para mantener 3 las céirlas  en

condiciones fisioldqgicas astables durante perfodos corbus.
La. capacidad amortiquadora es proporcionsds por ixs ssles de

fosfato.. lLos componentes fueron diluidos en un voluwen final de 1

1.000 ml de agua bidestilada,

Cloruro de magnesio O0v1g
Cloruro de c¢slcio o041 9.

Cloruro de sodio _‘ :7 8.0 g

. Cloruro. de potasio o , D,2 4

 7quéf$to monaacido de sodio S 2. 149

Fos#éto,digciuu de potasio  0.2g

El cloruro de msgnesxo b4 el de calcio se- d;sualvan en 100 mlflf
deagun bxdestilada. Las qales restsntQSp por separado se diluven‘f

0 ml de squa bidest:lada 4 deﬁpuas o Ee adicxuna 106 100 ul

que“contxenanulps clorurus. Posterzormantﬁ, se afora a un volumen~3,31
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APENDITE 3
MEDIO MINIMO ESENCIAL DE EAGLE
Este. medio se utilizs para meniener a los cultivos celulargé

en condiciones normales in vitro. A continuacidn se hace mencidn

d93165‘comn0nentes quimicos de los cuales este faormedo este medio,

- AHINOACIDOS

“ L-Arginine -
- L-Cistina




- VITAMINAS ) mg/l

b~Ca Pantotenato . 4,00

Acido Falico , 4,00
Inaritel S 7420
Nicatinamida ' ' , o 4,00
‘Piridoxal, Hc; :."; T | 4,00
Riboflavina - e 04,40

Tiamina ‘ L S 4,00

- SALES INORGANICAS

,1N{tra}o dn fiarro 1 nunahidratado?f 0,10

, .iém;taae'

‘;5c10ruro dn calcio anhidro - ,“ 200000

pobaszo ” .1 ) ',v' s ﬁbo}onf

: magnesia anhidrn o ; | '_9@2&77f [
V'fﬂSCIOrura de sodzo ;‘ _ E .ﬁ; '~7 ‘:_:44§6L§O;f{EJT 1{;
' tado | 125.00
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En 9950 ml de agua bidestilada, se diluye el medio en polvo
sgitando ligeroamente, se adicionaron 3.7 9/1 de bicarbonato de
sodio, ademds los antibidticos como penicilina G 100 U/ml vy
estreptomicina 100 mcg/ml. Fosteriarmente se afora & un volumen de
1000 ol y se aqi(a hasta disolver, sin sobreagitar. E1 medio fue
ajustado a3 un pH de 6.7 vy después se filto con filtros Millipore
(Hillipﬁre. USA) con un tamato de poro de 22 . Finalmente el

‘medio se silmacena @ £ € hasta el momento de su uso.

AFENDICE 4

CTRIFSINA

La trzpsina »s prepara en’ versana a8 una concentracinn de

preparar Cei verseno se agregan 3 900 m1 de aqua;ﬂ;

bideatxlada, las 3 guientea suqtanczas.v,

7J3304’Q~,,f},

oruro de potasio

Etilen-dlamin—tatra—acetzco(EDTA) O;?Q?q"

'5& ag1ta,g se éfura & un litro ‘con agua;‘r

‘1 pH a 7 7 con acxdo clorh:dr:co 10 N ¥y vsé‘

de autoclava é 20 b dutrantn 20 min.ﬂ
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Una vex preparado el verseno se procede a pesar 0,25 ¢ de

tripsina y se diluye en 100 ml de verseno esta solucidn se
esterilizs por medio de un filtro millipore de 20 micras de

’ . :
diametro, esta esolucidn preparada se conserva en congelacién a

20°C hasta su uso.
AFENDRICE S

TENIDO DE CELULAS ADHERENTES

‘Se lavan las cagjas de  cultivo con FES & 37 Cc en . tres
__ocasiones pura ratirar el exceso de EA y posteriormente se fijan y
. tiNen las ;élulas por medip de la técnica Hetanol-Biemsa, con el

- l:primero  permanecen 2 minutos y con el giemsa s1. 10% se . tiRen -

 &&5@§£¢ 10 minutos.
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