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RESUMEN 

Los macr6fagos son c6lulas altamente especializadas y entre 
sus funciones más importantes destacan la defensa del organismo 
contra c;uerpos extrai11os y la secreción de factores qlJe regulan 
diversas funciones fisiológicas. Durant'i' m•!chos aÑos se le 
~tribuyd al factor inductor de macr6fagos y yranulocitos <HGI>r la 
responsabilidad de la proliferación y diferenciaci~n completa de 
tales tipos celulares. Sin embargo, recientemente se han descrito 
otros factores que tienen la propiedad e>:clusiva de inducir a la 
diferenciaci6n. Entre ellos se encuentra el induct6r a la 
aparición de receptores para Fe <FcRI>. Este factor es secretado 
por macr6fagos, por lo cual se presenta un interesante proceso de 
a•Jtoinducción a la aparición de tales receptores. 

Normalmente, al realizar estudios con cllulas mieloides se 
cultiva la m4duls ósea completa, lo cual permite a los diferentes 
fa11.oci toli adheri rs& al sustrato de c•!l tivo, dejando a las demás 
ce'lulas en suspem;idn. Estas ci$lu1as adhererrt.es resultaron 5er un 
material excelente para estudios de induccidn por FcfiI, pues se 
encontrd q•Je el nómero de receptorr.s Fe: aument.aba 
si9nificativaniente en funcidn del tiempo de inc:ubacidn en 
presencia de este factor. Sin embargo, esta au111ento no se pras;en~ó 
en ausencia de las células en suspeni;ión, o del medio condicionado 
<MC> . por ef;lta11r por lo que se i;o1tj'.lecho de la existencia de al116n 
otro factor para que .la inducci6n de dichos receptores se lleve a 
.cabo. Para detectar el orioen· de est.e cofactor, se cultivaron por 
separado tanto . a las c6lulas en suspensi&n,. CQmo . al HC, con 
células adherentes d.e 11édulll d'sea tanto en p reHncia de HGI • de 
FclU.r · . o de Una combinac ion de. ambos• ·Nuestro ti resultados indican 

· Q\ili•-sf .existe un cofactor, y que es s.ecretado durante el proceso 
de ·inducción. a la prolifeNJci6n para .. cola!lorar con el FcRI y el 
HGI , en .ls fornia.d6n de C:Uulas .1ríniunol69icament.& 111adurH• · Ests 
corapleJa intil.ra.Ci:idn entre los fac.t.ores v las c1Hullls de mddula 
6se1,1 álfre un. árriplio.campo de investigacitfo sobre los 11111canismos 
n·or1na'les de d:i.f'erenl:1ación h11111Stoldgica • 
.. ··• •. ·. PÓr ·J1ti1110, se discute .la' posibilidad de. identificar a este 

"cofar;tor para ·COntl'iJ:>uiÍ' . al entendimiento de . ·los prQCe!'>OS de. 
diF~r~nciacid~.c•lular norm~l, as!comci p~r~ poder aplicarlo en la 

·· hrapi.a' .. ;d.e «patologias , donde . es~e . ~ipo celular se enc'uentre 
'.involucrado • .'Es evidénte qui'! aümentando el n6mero de c61u1as can 
f1Jc'ept9i'e11 para, Fe, . se puede ayudar al individuo en s•J defensa· 

· •c.,oritra·· c1.1erp~~. ext rarlos. • 
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INTRODUCr.IOM 

La sangre a~ Ul10 de los mecanis1nos homeost~Licos d~l cuerpo. 

Distribuya calor, acar1·ea g;.ises respi1·atorios, nutrí.entes )' 

de"3achos; fluye a 
, 

traves dP ~Pn~;nres específicos capaces de 

regular a factores tules com0 lD tcnsi6n osm6lica, Hl pH, la 

temperatura y los niveles de ciertas hormonDR. La sangre provee 

transporte celular entre tejidos hematopni~tico, conectivo y otros 

tejidos y 6rqanoe, La snnqre contiene los agentes colulares y 

humorales que controlan los efectos do tumorea e infncciones en el 

cuerpo (O 

Apro:·:i.mad.ment.e el 45% del vol•1men s;in1,¡uíneo consist.<! dt~ 

eritrocitos o c6lulas sangulneas roJas, Alrededor del IX os~a 

·for~ado por plaquetas y leucocitos, o c6lulas sAngu!neas blancas,· 

de las cuoles exiatan tra• tipos linfocitoa, monocitos y 

granulocit.os (nRut.rÓfilos, eosinÓfilo~• y bilsÓfilos>; el, resto d!:>l 

11olumon songu'!nco lo constituye el plasma, el cual es 1Jna 

rica un protP.ÍOos, y si:! consideriJ como Pl l Íquido 

presenta un oncastro ·com4n o c'lula 

durante E>l camino de la 
• ' •• > • 

proliferación y 
•" ' ,· ¡ 

sé encuentra b<;Jo la' influencja de müchos 

entre l:os éuales podElmos incl•.ii ~,Jos 

ccncentr·ación de vitomina's 

11si cómo 1 a in tera.cc: i ó~ 

Se c:orioceh como ~c~Jan 

factores; pe!'o solam.ente .· podemos 
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suponer por analogía la acción de lus otros ya que es •m sistema 

tan cornpleJo como lo es un organi!.;mo vivo, es difÍc.ilr y ha sido 

casi imposible evaluar y determinar cuantitativ~mente el papel de 

cada factor en 1.1 histogénesis de los te.jidos hematopoi~tico \/ 

linfoide (3 >, 

Las cdlulas sangu!neas humanas timn~n su origen en las 

primeras semanas de la vida intrauterina, 

comienza en la segunda semana en el mesénq•Jima embrionario y por 

medio de segmentos me&enqui111atosos se desarrolla una "red 

confluente da vasos sangu!neos que se anastomosan y se dirigen 

hacin el saco vitelino, donde tambidn existe hem~topoieis 

extraembrionaria. partir de la s~xta semana de vida 

intrauterina, se forma un endotelio quo rodea todo el sistema 

nematopoietico y apar~cen focos germin3tivoz en el bazo y en el 

higador que es el centro de la he~atopoiasis, predominando la 

eritropoiesis, seguida por la mielopoieis y laa plaquetas y por 

dl timo los mac rófagos, A partir de la segunda semana de vida 

. fetal, aparece en la clavCcula la m•dula 6sea que es el centro 

· ·ma'y'or de la. hem::itopoies:is en la s;gt,1nda mHa.d .da la oesiac:ión y de 

::1~ ~ido posnatal1 .La hematopoiesis linf•tica por su lado se lleva 

·.a .. cabo en 
, .. 

ci:ibada'11 f 

el timo donde se p rod•Jcen loa linfocitos r y 111111 células 

Despúés del n11ci111ier\to, decae la colonizar:i6n 

del higado y del bazo y conforme e.l individuo Sil 

l~ 'cavi~ad ~edular del esq~eleto .aumenta.Y la grasa 

a l~ .,mayor part~ de la .mddula 6sea activa en el. 

pedi~~ico <4.,!h6> •. 

·Ehr~icht c~n-;tderado como el padre .de la Hematofog{a ll!Oderna, 
1 • • • • • • • • • 

'·: ;··.: .··, . - . ' .: .. 'I' 

hada. ref'eren.í:ia solue la qenesis de .los diferentes 



tipos celulares y su rolaci6n con 10 m~dula 6sea, ENisten 

evidencias de la formación de coloni11s hematopoiéticas .!.!.!_~que 

incluyen tipos celulares mdltiples provenientes de clonas las 

cualms derivan de una sola c•lula pluripotencial llamada Unidad 

Formadora de Colonias CUFC), Estas c~lulaa dan origen a loü 

diferentes tipos celulares exiatentes en Pl tejido hematopoi•tico 

(7,9,9,10,11). 

Los leucocitos polimorfonucleares, provienen de la misma UFC 

e inician su diferenciaci6n en el estroma de lo mldula ó1ea, en 

donde se producen los mielobla1tos, derivando posteriormente a 

promielocitos basdfilos, eosinÓfilos y reutrófilo~, ·células de 

banda y por ~ltimo polimorfonucleados. Los polimorfonucleados 

forman sus diferentes granulaciones probablemente baJo esttmulos 

lisosomalP.s (lo,12,13,14,15,), 

El monocito se origina en la m~dula dsea a partir de los 

promonocitos (16,17), Estas cdlula1 en la mldula forman una 

~cum•JlaciÓn do precursores que se dividen rápidamente formando 101> 
. . 

monocitos de.la sangre, en donde eu frecuente <especialmente en la 

:in,fección > encontrárseles en fases i11maduras e 18119>, Después de 

"'pasar ·de uno a tres días eri la sangre los monocitos se mueven 

. ha.cia. los te,jidos. en donde se transformnn en macrófagos y pueden 

vivir semanas.-·º meses 119,20), 
, .. . 

Con , respecto á1 ¡;>rigen de los macr6fagos eNil&te controversia 

• • ya q;J¡.; po,r·: un lado la mayoría de los investigadores consideran q•ie 

tódo10 los macrófagos independientemente del sitio en el que· :.e 

. ' localicen¡ pr~wienen del mon~Ci to formado en la méduh oséa; por 

· >e1.: otro. lado, sa ~an a1fort'ado evidencias de la eldstencia de un 

·l~¿al en cada uno.de loj lugares en dondc~se 9nc~entren 



:·····-. 

s 
(21), 

Los macr6fagos son un consti t11yente import;:inte del 

microambiente hematopoiético. En la m~dula se encuentran con islas 

eritroblásticas 1 islotes linfoblásticos y en asociaci6n con 

eosindfilos desarrollado5 y otros leucocitos, aplicados a senos 

vasculares y ocasionalmente libres en el lumen de un seno 1221. 

Los macrÓfagos en la superficiá de Jos senos venosos pueden 

eJercer supervivencia sobre ol pasaje de materiales hacia o desde 

los vaso5 para s•1s ci'lpilnre~.. los mac:r6faqos en •1Jrias esper.:ies 

presentan psoudÓpodos e ingieren en la cirtulaci6n c61ulas roJas 

123>1 sin embargo, hay evidencia d~ que el papel de los macr&Fagos 

, es miÍs significativo que el de la fagocitosiD• Ellos pueden 

estimular granulopoiasis por <?laborm:iÓn del f.ii:tor estimulador de 

colonias e influir en la eritropoiesis para producir PBA (24), 

'Además los macrófa90~ pre1>entan isoferrt?tinas <Ícidas que p1Jeden 

re9ul•r ~ranulopoiesis (25,26), 

, Los mac r6faqos son células q•JI! nor11111lmente permanecen on ol 

!'.::; . .;·,, 

K; .r,~~rnb'ié'n, ayudan a este taJido a libera.r productos resuita11t.f>11 de la 

.l~':,~.'.¡,t,:_(_',T,":6/· ;'i.1e'~int.9rsción de célule11 o desecho$ de. estas <4>. ,El mscrérfa,90 

,··, ;,/;t;t~l~o', es . de apronim~~ament.e 12 µ dl! diámetro y tien.e pequei'ias 

:Í.11gi4'.ren divor.sos tipo$ de bacterias infecciosas 

~~[~··+, ,/ ·'~~~ye~ei6ne~ ~it,op lasmicas perif1ricn < 27>, el cen,tro celular, 

.l··:>·:/i:úlé,de~.el' 'e~~in~fJlo• 'l\dem,ás contiene'una gran variedad d~ enzimas 

:'>; :''' {tiidt'c:llític;;i~ ,'y 'el cit~~ias111~ prene11ta fllerte evi,dencia 

:i;,:::~·~, ·'·~~t.iSid~-d. seC:r~tara con,. e1 retículo andoplás1111ca ·. ru9oso 
'.'(_, . . ' 

de' ia 

y el 

1
• ('·:· ~;~iir,ato de GolQ1 bien desa

1

f.ro11ado$, 
-r• , ., , \ f;o$e~n una gran cantidad da, 

,\.'._-._-_.;-,-
:¡,':;;\:;~<·; '"' .i' .• ' 5±~h: .. :;t.._ ' 
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espac:io perinuclear estas ~ltimas probablemente rllp resenten 

células residentes de la cavidad peritoneal u otras regiones <28), 

Los microtGbulos son particularmente evidentes cerca de la ~ona de 

Golgi, en el citoplasma e~isten microfilamentos de dos tipos unos 

de funci6n incierta y otros que forman compleJos en forma de 

flechas como meromiocina pesada Y reprP.sentan a la actina, que es 

la proteína contrlctil del macrófaqo <29), 

Los macrÓfa9os constituyen un grupo diverso de monocitos 

involucrados en muchos papeles de la inmunidad, tanto e~puc(ficos 

como no espec!ficos. Numerosas investigaciones han demostrado que 

la intel'acci6n de los mac:rót'agos con 1011 linfodtos es un evento 

importante en la inducción y regulación de h respt1e~til inmune in 

Los macrÓfagos son necesarios como mediadores para la 

activación antí9eno"".especÍfico de los linf'ocitos Tr a!ii c:omo para 

su proliferación y es claro que el reconocimiento de antígenos 

p~ot~ícos •olubles en el linfocito T.esta usualm~nte pre2edido por 

c:,onsumo inicial ·del antígeno por los macrófagos (311. La 
;_.·; -_ 

·.111ac~9t'ac;io-Iint'oc.ito puede ocurrir directamente por 

'.célula-céllJla o v{a secnción del comple,Jo-antígeno o 

solubl!?~ del mac rcH'ago para. el linfocito 

también 1a imphrtancia del matrÚagó en la 

· l?llgunas . c{ri:Úni;itendas, los .macrófÍ!gos ·y 

~ctÍJa; como 1=élr.ilas s1.1presoras, ·o como r:élulas 
,. - ,' -

n,¿c.r6f~g~s .. 'éd:i.~~dq~ . tienef! lá capacidad d¡¡ 
·. :;·\~. -.:- ·.·, -:._ .. ··.· ;·_ .. '._ -· ', <· ' 

·fomoraleflit. vitre (34>• Lo11 macrÓfegos humanos 
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dependientes de la toxicidad celular para vari~s células blanco de 

la sangre (35), 

Loa macrófagos secretan un producto de 35 000 a 40 000 

daltones que induce a 111 madu1·ació'n funcional de ti111ocitos !.!! 

vitre,, molécula q•Je es llamad.; Facto•• lliferenciador do Ti111ocitos. 

Estr> factor act1fa sobre timocitas maduros induciéndoles al1J•Jnas 

característ.ica¡¡ estr·1JcturalE!s y funcionillus !.!!. vitro (36), 

Otras funciontJs los macrÓfagos no directamente 

relacionadas a la reGpuesta inmune son: su importante papel en el 

metabolismo del hierro, asi como su actividad bactericida y 

bact~reostática in yjvo e !~ ~· 

Los macrófagos son células sec:rutorat1 de divereos factores 

como es el Pactar inductor a la proliferaci6n dR macrófaqos y 

granulocitos <HGJ), eritropoyetina, estimulantes de c'lulas ~y de 

cP.lu.lss r, liso:zyma, t'actor estimulador de la mi9radón de 

polimorfos e interferón, entre otros C37). A través de sus 

secreciones y receptores, el macrófago participa en compleJas 

',interac~iones implican~~ component.e9 celulares y huaorales de las 
• • • ' ' 1 -

redes inflamatorias e inmunológicas, asi como también sustandas 

:'/~}¡ no mÍJy bi~n ~aracterizadH que pued.en Hdi.r O flDdlJlar el teJido 
• ,e,· ~ -~ ' i 

·<'> :; ,da!',<1do y repararlo <30,39> • 
}~'.;?:._,', 

~ocientes· harr evid'lnciado la existencia de un 

¿;)¡;;.:, faet.o~· inductor a la aparic~dn d.e. receptores Fe ffcR~ U el cual se 

~thf' ~~QtU:~&· a ~arÍir de,~na 'dnea celular .de tipo 11111crofá9ico 11111ntenida 

~Íl~}tii~1~:;:~;t:E:;:E:::!~!::::::::~::::·::: ·::::::::::~ 
/•.;}.!'<'·~\·.proteoHticci' ·y indica que es de. nat.urale:ia 

¡:~.\:.;·>~········· 



;.· 

-·~· ' 

8 

proteíca (40 1 41), 

La diferenciación y proliferacicin de ciertas cél1.1las 

hematopoiéticas depende de glicoprote!nas específicas, Una de 

estas glicoproteínas es el MGI, también conocido como factor 

estimulador de colonias de macrÓfagos y qranulocitos <GM-CSF>. 

Este factor se ha ePcontrado en orina humana, suero animHl, 

m~chos teJidos diferentes 142-531, líneas celulares y tumores (54-

64), Recientemente se encontró que al establecer una línea celular 

de carcinoma <>sca1noso de la glándula tiroides, Ge obtlivÓ •Jna gran 

cantidad de OM-CSF 161), 

Cebe hacer notar que entre las células méls •Jtilizadas para la 

producción de MG! i!1 vitro se encurrntran los m;;crófagos y los 

fibrobla1>tos, Por otra parte el medio condicionado por 

Fibroblastos en cultivo ha sido Frecuentemente utilizado para el 

estudio de las propiedades moleculares de este factor, asi como de 

su posible funci6n fisiológica <42-64), 

Hay evidencia da que el factor estimulador de macrófagos y 

grariulocitos influya en la··regulaci6n de la granulopoiesis, no 

solo !D. vitr.Q. ( 54,55>, sino tambien l.n 'l.i':!,g_. < 56,65-74). 

R¡;¡dentemente se encontró qúe al purificar MG-CSF de orina 

hUl)laOa:,: 00 eliÜmullllba l!J formación de macrÓfa(JOS Y g ranulocitos !!! 

.v{tro,. pero. al ser inyectado intravenosamenta a pacHlntes 

: ·: .. :le~i:ocitcípénicos, ·· se ···:«;.;·:, '.-: ,.., .. ,, observó en .. el 

severos ?i:;i·F Í!uer~.:i' ~'def!1á~ se vió que este facto~ no Hena efectos 

•;:! •. :·<75>~E:ste dat,o ofrec~la po~ibiUdad de usar GM-CSF como un, agente 

·,;i:, .. ;;: ~~r1nai:ot6g ico en . tra.~~mientos de los mismos desordiFne.s 

';·:·::' 'tie~~~~l~~:i·¡I?~· despu6s .de iater~pia_rie cánc~r. El uso práctico 

ffl{.. '' d.~~~n~~ ,de PP?§'cir una· b1uma. fuente .~ara la obtención de GM-CSF, 
~-¡ ,:_:~ •. " ·:·~:~ . :_: \.:, ·· .. 
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Con respecto a la ac·~i \'idad de este factor existe una gran 

variación, ya QUI:' se obtiene de diferentes fuentes. Sa ha 

encontrado •Jn rango de ar.tividild específica que va de 75 

colonias/mg de proteína en orina humana <76) y 990 colonias/1ng de 

proteína en !t•Jero de r.it.d'n tratado con endoto>d.nns a óO 000 

colonias/mg de proteína en medio condicionado rle pulmdn de rat6n. 

Dentro do las características de este factor se encuentra que 

termÓlabil, resistente a la acci4n del eter, a la 

desoHirribonucleasa y ribonucleasil, y en la electroforesis migra 

Junto con la fracci6n de la$ gamma globulinas, inmediatamente 

despuds de la albumina 143), 

Otro aspecto de gran importancia es su peso molecular, el 

cual varia 1e acuerdo a las fuentes de ubtencidn, encontrando 

MGI con PM de 5 000 daltones, o, en al caso m9s extremo con Ptt de 

200 000 dnltones. 

Los fibroblast.011 fór111an parte del tejido conectivQ 11rno, este 

li11c:e d_e un tipo pri•nit.1110 de tetJido conectivo que sp dll!llsrrollo 

en el embrid'n y q•~e ha recibí.do !il nombre de mesénquima (mesas, 

·, mfldiot enchvma, infusión), anterio'r111ente se creía que ·tódo el 

teJtrJo: conectivo nade del mes~dermo y gran perte· aai lo hace, 

sobre ·.todo a ni11E'l de la .. cabei:a, su1 desarrolla 
. . ' 

~ctodermo. El .mes~nquima esta constituido principal~ent~ 

.. amorfo . de sushncia intarcelular con cél.ulas 

d:i~'tri~\lidas en tuda· la estr•Jctura. '. Cuando el:. 

va: rJesarroÍlando; 
I 

aparecera el 

.las cjlulas se diferencian en divernos tipos 

(fil] 1) ( 4>. 

y colaboradores (')), utilinn~o" rat.as 
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parabidntica6 <ratas unidas de manera que comparten el rieyo 

sanguíneo com~n> han demostrado, en una eHperiencia muy ingeniosa, 

qu~ los monocitos o cualquier otra c~lula da la &dngre marcada can 

timidina, no se transforma en fi~roblastos al repararse una 

herida, Estos autores consideran que los Fibroblastoa que reparan 

u~a heriJa son de origen local; que nacieran principalmente de 

c6lulas perivascularea, cllulan algo menos diferenciadas quP los 

fibroblastos y que puedPn sor precursoras de ellos , 

De los fibroblastoa como su nombre aüqieta, depende la 

formaci6n de fibras de las que Ge piensan elaboran la mayor part~, 

o la totalidad, del componente amorfo de la matriz, Son cdlulas 

~randes, planas, ramificadau do aapecto fusiforme en perfil. Las 

prolong~cione• ramificantes non delgadoa. El n~clao es oval y 

alargado, tiene una membrana nuclear fln1, uno o dos neucleolos y 

i.rna cantidad peq•Jl?Ñi3 de crorrwt.ina granulosa fina, E11 loa frotis de 

teJido conect!vo, el ;isp~cto, del núcleo r1s pálido, pero en el 

material de cortes suele aparecer contraido y teNido intensamente 

colorantes básicos, En la mayor parte de las preparaciones 

los bo~des de las cdlulas son imprecisos, y lo$ 

nH<;leares tienan valor important.e para la 

En. Jos fibr~blastos ,Jóvenes, que participan 

1:m 1<1 síritPsis cle.1.~ proteína p11ra la próducción de 
intercel•~lar, ,el-, citopltrnma se observa r-elativainerrt:.a 

por la elevada contentracic'Ín de _r,et'fé,~Io 

·r•espu'és · de coloración 11dt!c•Jada, las 

como 2ilindros;delgados y son numero1as 

tanilii!fn Se s;i t.ua el apar'at.o de Goli¡ i, 

relativamente inacti'ios, .el · d.toplosina 
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esta disperso y solo es débilmente basófi lo, porq•Je tiene muy poco 

retículo endopllsmico. ft los fibroblastos maduros a vecus ~• les 

denomina fibrocitos (77), 

Los fibroblastos sr.• consid•n·•1n cél11las fi.ji'l'• del tejido 

conectivo, pero pueden observar hasta su vida adulta la capacidad 

de crecimiento y regeneraci6n, Cuando se estimulan, por eJemplo, 

en la periferia de las heridas en cic2trizaci6n o en los tejidos 

quemados, pueden mostrar movimiento lanto de deaplazamicnto. El 

n~mero elevado de fibrobla~tos que eMisten en una horid~ pueda 

depender de que los propios fibroblastos son capaces de actu~r 

como cdlulas madr~s. Sin embargo la mayor parte de los autores 

creen que en tales circunstancias, si bien los fibroblastos son de 

origen local, nacen de células algo menos diferenci~das que ellos 

(77). 

Los f'ibroblastos son céloJlas secreto1·.1s y entrP s11s prod1Jct.os 

de secrec.id'n se encuE·ntran dos principales: p1•ocdlal)enn y mucepo-

algunos tombiÓn proveen elastina,secretando sus 

hacia la sustancia corporal, y prob~blemento por 

todo alrededor du SY superficie C4>. 
1 

~ . 
Desde principios de 1950 c•Hmdo la actividad del antic•Jerpo 

pop .. primara vez aso, e iada con la fracc.ión de 1<i globulina gamma 

los inm•,mólogós han tratado continuamente de antender. 

•m()likuliis enigmáticas que son el eJe central en lá 

inmuno_g~l.ob•Jlinas son las moléculnri pro.teíc11s que portan 

es decir la propiedad de combinarse 

c:o1\ lá .~;"ui;tancia que . provocó su . formación 

o·~ir¡inan .. como respuesta a la_!'; sustancias": e>rtraÑa'O 
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introducidas en el cuerpo 179), 

Las inmunoglobulinas son glicoproteínas compuestas de 02-96Z 

de polipéptidos y de 4-18Z de carbohidratos. El componente 

polipeptÍdico posee casi todas las PNP iedades biolÓgicas 

asociadas con las mol6culas de los anticuerpos. Los anticuerpos 

son mol6culas bifuncionales que so ligan dP mnnera específica con 

el antígeno a inician tambi~n todo una goma de fenómeno'' 

secundarios como la fiJacidn del complememto y la liberaci6n de 

histamina por las c~lulas cebadas, que son indapnndienLes de su 

especificidad por el antígeno. Estas dos clase& de actividAd 

pueden localizar~e por separado en alguna parte específica de la 

mol•cula: el eslabonamiento del ant{geno a la accidn combinada de 

las regiones variables IV> de las cadenas pesadas <H> y ligmras 

(L), y las otr<.'s actividades a las regiones constantes IC) de las 

cadenas H (79>. 

La unida~ b~sica de la estructura de la inmunoglobulina es un 

co!"P,.leJo de c1Jatro polípéptidos, dos cadenas L idéntica;; y dos 

cadenar: H idénticas unidas p<Jr enlaces di!rnlf'ur(l• La porción del 

:.amino. terminal <N-terminal> de las cadenas altas y baJas difierfin 

en la secuencia de amino5cidos ·entre especies 

índ.i~iduales de antictierpo, Esta reogión variable de lll cadena alta 

·b~Ja s.e Cf>.mbina ~ara formar el ~litio de •Jnión del antígeno de 

~olé'cula 'dtí anticuerpo ($0). 

·dél earbo}d lo terminal (C-torminal > de la . . . 

~ ligera,. -~t\'termi~an la regi6n constante, áon idént.~c·a·~ o . ' . ' . . 
. . ., 

para ·anticuerpos ·di:!. la mi!lm13 .clase. Las· regiones 

a~ticuerpos ~ir¿uiantes •on responsables de la 

son involucradas en· la 



11lim:l11ac.:ídri do ontÍqL·nos. los inm•.ino~]lob•llinr:s en el ··•1r1l'n dp 111r. 

~;cc•irmci;:i de ;:iminmíd.do; difiPre en la rL'gión conc.tant.p, dt> su 

IgE y corrv~po11den a ~nticuerpos con funciones efectoras 

por las regiones c:on•.;tantes de la cadena 1rnsada es P.1 trc111sportr. 

diP~·rendal de onticucer·pon ;:i trcv<,~!l dd tG!Jido. Lar. 111ol~c11J;:a; T<JA 

~;HJl (j 

iutftstiniJJ 1m el lumen' mientril!l q1Je l.:i rgc; :;oln ;¡ tr·i!vés de la 

plocunto al feto CBOI~ 

Los C:omponentm; de lo memtnnn¡¡ celular qtJr• non r:crpn1:er; de 

combinor1H? con l;i porción Fe de las mol&°culns de inm1Jno~lob•Jlina 

aon definidos como receptores Fe 1311. Los recep~ores que 

.• reconocen y unen la porción Fe da la lgG han sido detectados en 

1Jna om1tlia vorierleti dt' cúlulnr; int:l•J)•endo linfc•cit.o<; y leur.odto!:O 

polimorfonucl~ares. S~ ~ic~ ~ue. el receptor para Fe es .una 

adqtJi. r-idá por. céluJ ns durante su 

mvci·ó'fá(¡os. a~i;>m.5!:>, purtnn en :;1' ¡;upP.rfic:it~ rer:ept,orits 

_complemento 'I rec:épto.r!l's no esp::!c:Crico-:. para '.Htstanciao; 

do qr.'.'n i.•ttp.ortanda hiol<51.1i1:;-•; r:::dr;t.•m d;;it.os 

de r;cc:"'ptoré~"pnra .la in1rnliita, fibrina, 
. ' 

~;::r~~hJdratos y l{pidos ce:?>. 

_ rE)c:ub rimienf.o de bacterio5 con 

. . 

ia·'f~qodfor.in "'~'Jec:tiv:' dt.'.ponrJi; dt? 
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la uni6n de una región del anticuerpo a un sitlo de reconocimiento 

o receptor, sobre la superficie del macr6faqo. De esta Forma la 

porción de la inmunoglobulina que se une al macrófago es la Fe, en 

tanto la porción Fab •me inmunoei;pecíficamente ¡¡l microorgani!:,mo 

patógeno (84>. Además de su función en la eliminación de cuerpos 

':xtrar.los, los rer.ep Lores Fe dP los macrófagos funcionan f:íl la 

eliminac iÓn fisiológica de eritrocitos vie,jo,; u inviabh.'s (85). 

La presencia de receptores Fe es eval•rnd a hoy en día 

principalmente por el ensayo de rosetus, en donde eritrocitos 

xendgenos son cubiertos con anticuerpos CEA> y luego son expuestos 

a los macr6fagos. La sctividod del receptor Fe es indicada por la 

adición de eritrocitt1S <;obre la superficie dt'l mnr.rÓf'ago ~n 11na 

confiyuraci6n denominada roseta, Se cuenta cnn t~cnicas en laD que 

·si los eritrocito• son premarcados con Cr, puaden s~r contados 

automáticamente. También se emplean c<mJugados de antic•Jerpos con 

f1uorescen_cia que sP unen a los macrófago11 y de esta manera son 

con aparatos que separan a las c'lula~ de acuerdo a. su 

fluorescencia C86), 

'd_e . rosetas El\ se ha realizado no .solo ·en.:_ 

sobre la naturaleza y f'uiidón biolÓ9fca de. 

s~no tambien a nivel clínico en el que esta 

<>'n la detección 'del cáncer · 

!le han ~ijsarrollado. _técnica!! que se · 

. i1 .la e~Jal;~actón m¡¡s ef {ciente de 

. Avidin;HHoÚ~a permddana e,;;te .. 

1nac rcÍfagos 

que empl!uJ _patÜéu~a~ 
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fluorescentes de 2-hidroHietil metacrilato con dinitrofenol Y 

anticuerpos monoclonales nntidinitrofenil de tal forma que con 

este se detectan receptores Fe y la fagocitosis mediada por esto~ 

receptores (89), 

Se han descrito varias funciones inmunoldgicas de los Fe 

incluyendo su papel cm lil ínm•rnofagocitosis, la locali~:aciÓn 

particular de compleJos inmunes, la citotoxicidad dependiente de 

anticuerpos, transferencia placentaria de lgG e inhibici6n a la 

r~troaljmentaci6n de slntesii de nnLicuorpos (90-941. 

Los receptores Fe son muy sensitivos a los iones Ca++ 

contenidos en el medio 195>, a los efectos de las drogas que 

afectan el citoesqueleto, a los cumbias metabólicos y a los 

cambios d~ temperatur~ (96), 

Recientemente se encontr6 que las prostaglandinas producidas 

por monocitos influyen en la expresión de los receptores rt en 

cllula• T humanas. Cuando se adicionan prostaglandinas de la serie 

E, . o subrenadantes de cultivos de monocitor. se incrementa el 

de celulas T que presjntan receptores.Fe. 

En ·1a actuali~sd el dejarrollb y perfeccionamiento de la 

de c•J.ltivo !_!:! ~ ha par111it.ido m11ntenEir Ór9anos, tuJidos 

.~> ; :céÍulas ,Üsladas del organismo animal, asimismo es •Jna · .. - ... _ .. ,.. .. .. ; ,.·. 

·; :herranífenta Gti l 
<.·; -:~ '.. . . . . ., un 

~·:.fü,,;1iJñ~J~r. ~~tendlnifento. de · 1011 procesos cel•Jlares básicos. , El. 

,;:• ;iprÚÍélps¡ proble!Tle · al QIJe se 
•. !, . •••. •. •• 

enfrentara~ los primeros 

cult.ivo }1;> ill~estig~d~,r~s d~ 'e¡¡ te campo ,f'•je el' eni::ontrar medios de 
:;:!:.:\·21:~:·;/•' !, ••· ,· •.•• 

;;>•' qü~::.c()ntüvfera.n ·los .el!lm.entos indisre'risable~ para que las células 

, ·"~,;P,\l~x~~~tÍ des~rrol1n ri~e .~dtic•~adan¡ente f•H1ré del organism~. 
:'!f.;: é • ' C~n e;t,¡.; p_riopósfto'ze re13lízaron una ·ser~e de e~:periment.os. 
;:~):/' ;". 
·-~ .. ):. 

~¡}~0"f:?;x:i:t(,~:;,·;,j;¡ -' · 
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como los trabajos de Roux quien mantuvo plara neural de pollo en 

una solu~i6n salina caliente 197), En 1907 Hnrrison cultivo in 

':'.!.!:.!:E. cá'.lulas nerviosas de anfibio •Jtili::anrlo como r.wdio nutritivo 

plasma sanguíneo 198), Debido a qua ae usaban como medios de 

cultivo fluido& y extractos de teJidos corporales, su complnJidad 

el comportamiento de las c4lulas, por lo qlJe se les llam~ medios 

nutritivos indefinidos. Esto proveed que se dadicaran mayores 

esf•Jerzos en la busqueda de medios di:> conopt)Si.c ión conocidi'l, q•w 

permitieran establecer el efecto da las diferentes sustancias 

sobre lan cllulas. Da esta manera en 1929, Deaker utiliz6 medios 

semidefinidos, que contenían glicina, 5cidos nucleicos, glutati&n 

y hemoglobina, s•Jplemer.t•1dos con plasma humano y Nct.racto de 

embri6n de pollo, en los que logro matenar c6lulas de sarcoma de 

ratdn en crecimiento continuo 199), 

Posteriormente, en 1959 Eagle implemento el primer medio 

m!nüno esencial, que como su nombre lo indica contiene lo~. 

elementos tanto orgánicos como inorgánicos basicos para. su 

crecimiento celular, ·entre los cuales se encuentran doce de lo~ 

aininoaÍcidos esenciales ( 100 >, 

Desp11á~ de .este medio sfi desarrollaron otros diferentes, con 

propósi,to de. obtener condicio~es .Óptimas de crecimiento para, 

espedfi~asr entre los que se encuentr<in el medio 
, ''·: :, . ' 

éu.al :f'ue 1Jsado cómo medio estandar para c~onado 

este medio fue modif'ic:ado y se connn¡ .como 

pi¡'ra el 'cultivó de células miqblásticas. 
- · .. _ .·· --·- . -·-.· - . - . 

~labcirado espe~!~lm~ntci para el clonad~ 

ovf.irió:de H<i1rister; si~ndo 9enerciln\enta suplementados. 
•, '• ', . ., ' .. , ,• , . ' . , ' 
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estos medios con suero, ya sea de cuballo, humano o fetal de 

bovino, los cuales contienen promotores del crecimiento tales como 

hormonas y proteínas. 

Asimismo aunado al desarrolo del cultivo du teJidos se 

establecieron las condiciones físicas dplimas para al crecimiento 

celular, imit.ando las q•1a se pt'esentari en el orr¡anismu de los 

mamíferos. Generalmente se emplea una temperatura de 37"· e, una 

composición atrnosf'¡}ric:a de 5 a lOZ de bióxido de carbtino (C02), en 

el aire la cual Junto con el bicarbonato dnl medio de cultivo 

permite mantener un pH entre 6.2 - 7,2, adem~s se utiliza un 

ambiente h~medo e punto de rocio con el fin de evitar la 

evapoNciÓn de los cultivos ( 101). 

Debido a su facilidad de obtenci6n y de mantenimiento en 

cultivo, el teJido hematopoi~tlco se ha empleado f recuentemante en 

investigación, Por ejemplo, como sistemas de prueba para medir 

efectos.de diversas su~tancia& químicas, as{ como para estudios de 

diff.!rericiac:i6n y proliferación éelt.1lar (22>. 

Es innegable la importancia que tienen los receptores Fe en 

·leuc.oc.it.05 para la defensa del .organismo contra cuerpos extraífos. 

i:onse.cuencia el entendímiento dP- los mecanismos de la inducción 

.la ap'arición de este receptor nos dará herramientas 

-trat'ar de ,contrtJla·r ·este efecto en beneficio del organismo. 

que hasta la fecha solo se ha e"'.aluado la inducción y 

Fe en célullls totales de médula Ósea, se 

avaluar. esta. mis.ma cinética de · i.nd.uc:ción en 

céi•Jras como lo son los mac1·ófagos. E:,; ta 

ttene.asi~ismo el iriterls db e•t~diar un 
-·,, o •. -. -

yo q•J'e también los 1nacrÓfi'tgQ!5 son 
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capi:JCl"!:. de prctduci r Fcf\J. F:n cuns~c1Jt}nciw 1m ~-;te tr•·l::B,jc.' t-_e 

plantea la obtencidn d~ modios cnndici0narlos por macrdfagos 

mad1JraG. rico5 en Fcíil }' s11 t:ft~ctn induct.ur en 111.11:T'1jr.:lcJCJ'> inm;·~tii.Jrn.r; 

obt.~n fdrJs. tanto de L':J médu 1 a ósen como du 10 c;4•,.·;.dad J'H:ri tunHnl. 

Además tHJ .plnn1.t?a e5tudinr lo~~ mec,1niu111u~: dE1 ñutDind11r.c:ión ~1 la 

formari<jn d2 r¡!c11pt.or":> Fe: "" ma-:r·Óf<iqn:; :· l..., detp1·mtn,,1ci011 efe l.~ 

interdependencia entre el inductor d~ prolifHraci6n IMOTl y el 

fnctor· i.nt1•.1r:tor R la apa1·ic:itín de recepto:'!"', Ft: <FcRI>. 
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MATERIAL Y HETOD05 

MATERIAL BIOLOG!CO 

ANIMAi.ES 

Todoa los ratones qua se utili:an pBrA la elaboraci6n de los 

ensayos son hambrnn de la cepa CD-1 mantenidas vn el bioterio de 

la ENEP-Zarago21, Para las pruebas de aparicidn de raceptoros Fe y 

proliferación en cél•~las de r¡¡¡{dula 0·;1?;-i, ?11! ualln de 6 v 6 scmanan 

de udad; para la obtenc16n del modio condicionaao donde se 

encuentra el f¡¡ctor ind\1Ctor dll prolifc-nación y dif11runc:iación 

celular <MDil, sa cultivan riaones da ratonPa de 2 semanas y para 

la obteni;i6n d•?l PaC"t.01' :lnductor a l<> aparic:ión de r~·captoran F'c 

<FcRI>~ macrdfagos perituneales de h•mbras da 12 semanas. 

ERlTROClTOS DE CARNERO 

Lo~ arit~ocitos s~ o~tieneM de carneros machos sanos.mediante 
" ,• .. , . . 

,¡¡j yugular' .en fqrma •n6pt.ica'• iri111udiah1uente despuéi; 

P.n~na canÚc!ad equi'~aleiite. de Al!!Over <_Apéndice .1> 

~'::.~· C • i.::os , eri t.roéi tos se de.jan en repof!!O 

•.i'n mes, a.partir d& 
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INMUNClGLOI<lll. 1NA G < !~18) 

Se• IJ\Hl inmunoqloti•Jlin:J O (7S IqG, Cordis Lnhs, llGI\). Sr 

empli;;1 c;n una dilucitÍn <fo :1.:1600 1¡n trnl•Jcic5r1 b1.1f'fe1· <fo fnsl'i:lt.os 

D~bido a quy la lgG diluida se dasnaturnli=a, 

porcionaa reatontes se dD&achen. 

CU l. TI VO CELULt'\íl 

Cor.10 f'•iantt~ de nutrh:ic>'n !H! 1.11;¡¡ eJ. Hcdio Mínimo EsP.nc:ial dr: 

Ea9la CME> con eKCP.~o do vita~ina& y aminoácidos CGibcn Labs, UBAI 

Cftp•ndica J), al que"ª lu adiciona 100µ1/ml du puni~ilino O y 

100 111/flll ria oi;truptornici1H11 como mc>did<i prevcnt.iva dn una posiblt' 

ba~terimia )' 3. 7 g/1 d1~ bicllrborrnt.r.> do smlio pat'P 

un pH fisioldqico . du 7.2 en loR cultivos en presencia 

!rn filtro en mGmbr;inn Mill:iporn <MiJlJporP., 

•m di.fmi?trrJ de. poro de 0.22 micri's Pilrn r¡arnntizar la 

paro·· c1btent~r ~1 m11rlio de cultivo, P.1 MF. !'iP. 

10~: d~. i11r.•rc1 de coballci <Microl<.ib, 

d11t1oct.i.,,ados duronte 30 min iJ S6°C.- f'a,.a el. c;•Jltivo 

con t~11np;) rntur:i c:on.st¡.¡n t,p tlti< .37° 

¡¡t,1n6sf'er;i reJ.¡¡tiva de io:v. de COi,, 

cantidrid ~ candlcinhes rp4uaridds 
. . ' . 

Patrii Ya s~n "d~ vidrio o de 
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pl~ntico desechable de 60 X 15 mm, las cuales contienen siempre un 

volumen final de 5 ml. Para observar las c¿lulas en cultivo se 

utili=a un microscopio de tipo invertido <American Optical, USA>, 

PRUEBA DE ESTERILIDAD 

Para verificar la esterilidad de las soluciones utilizadas, 

se colocan 3 gotas tanto en tubos de ensayo que contienen 2 ml de 

caldo de soya tripticasa ml 3Z, como con la misma cantidad de 

caldo de Sahouraud (9ioxon, MdxicoJ previamente e&terilizadas en 

autoclave. Se incuban las muestras durante 40 horas a .37º C y EW 

observa si hubo proliferaci6n de microorganismos contaminantes. 

OBTENCION fJE Ff\OOCITOS DE MEDIJL.fl OSEA 

Se sacrifican ratones mediante disloc:>ción c:efalo-medular, 

para p1•oceder a ret.iMr los fémures colocándolos j,nmediat.ament,f?. en 

caJas de Petri q•ie contienen PBS. En seguid1h se elimina la ma·yor 

.c:aníidad posible de te.ji do muscular circundante, se cort.an las 

con una tiJera peque~a y con una ~eringa de 1 ml QiJ' 
, . -, 

se hace fluir el liquido de un ~xtremo. a. otro 
. ' 

colectar .el teJido .medular en un t•ibo de ensayo, 

éibt.en~dás 'se lavan con. f,'BS por centrifugación, 

g diJl'aíite 3 min), .. Se adicionarf 5 .. ml de medio' 

. y se dat.ermin~ la cantidOJd de células 

Se siembran pa~a 
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ELftDORACION DE MEDIOS INDUCTORES 

-MEDIO CONDICIONfttiO POR MACROFMOS RESIDENTES CMCHacR> 

Se sacrifica al animal y para extraer las cllulas de la 

cavidad peritoneal se inyactan 10 ml de PDS, dandole un ligero 

movtmiento con el obJeto de quspPnder la mayor cantidad da cdlulas 

y poder recuperarlas al extraer el PDS. En seguida su coloca el 

exudado en un tubo cdnico de pl~stico, el cual se mantiene en 

hielo para evitar hasta dondH sea posible la adhesi&n de los 

fagocitos a sus paredes. Posteriormente se rapite el pro~eao de 

extracci&n de macrÓf~gos residentes con 5 ml mis de PDS, Las 

células asi o~tenidas su lavan por cent.rifug111:ión, se rosuspendrin 

en 5 ml de medio de cultivo para proceder al conteo celular. Se 

siembran 4 X 10 6 c~5111lns en c.Jja de Petri de vidrio <Pyrex, USM, 

se incuban durante una hora con la finalidad de quo los fagocitos 

s~ adhieran al reci.•iente de cultivo, y se retira el medio an el 

que van todas aquellas c6lulas no adh1tridas. En seguida se 

ádi.donan 5 ml de mqdio de cultivo nul!IYO y 10 µl (de la soluci;n 

.• st~ck · 1 ,1.1g/ml > de lipopolísacarído11 provi;nientes dit la pared 

celular de Salmonella typbimurium · <LPS> (Sigrna Chc11,, USM, se 

· fo'cuba por 4 días:r se recoqen .los medios condicionados y se 

centrif•.1gan a 5.00'g por 5 lllini.tfos para eliminar las cél1Jlas, en 
. .. .- o : . 

Se almac:P.nff el sobrenadante a -20 C tia;>ta su uso. 

-H1m10 coNn1c10NnDo DE FI9ROBLl'ISTOS DE 1nrioM .<Mr.n. 

F'ara ol>tene.r los f~llrobl11stos .de riÑÓn , se sacrifica al 

Sff. ti~~e~ ~o$ inci~ione11 dorsó-lat:t?r~les, sa abre l& piel y 

posteríorllléote se Jalan y cortan los 
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ma~ pcque~os posible y todo ul m~cerDdo ~~ renu~r't~ndc~ an 10 ml de 

cc1loc;1do en un mntr«~ El'h,nmcynr cDn 30 1111 rlC> 

tripsina nl 0.25X <Sigma Chem., USA> CApdndice 41, se nqitR en 

sobrenndonte y se-nqregnn 30 ml de tripsin~, sA aqito entre 30 Y 

45 min más, hant,iJ que la ~·.olucid'n 5t) VP.tJ t•Jrbi~. En !H-~q1Jidn t.odo 

ul r:ont.c:'nirlo ~.H~ palla a tra•.-ll!°s de iJn t,rimi:.:: fino de nylón, se coloc:;:J 

en medio de cultivo pnra el conteo celulnr. Se siemhl'an en csJas 

de Patri de vidrio 1.5 y 2.5 X !06c61ulsn. Al cabo de 4 y 8 día& 

deµ¡~ndiendo de l<• snturnc: ión dP. l;is ca,jr1s dP r:ul tiv•i. BE; procCldt? ·> 

rcic·t11Jur el medio condicionado CMCF> poster:i or111ente 

-MEDIO CONDICIONnno POR PULMON <MC~J. 

Se in.~mctan Mtones po1• vítl intrav!!nosa con O.l. ml. dt? F'llS 

caintm1iendLi _5 )Jl du l ipopolislÍcaridos de S9lmi:>nella typh:\murium 

_<uig111<11. IJSI\), f1esp1JcÍsde tres. horas né sacrifican o los anim¡¡tes; 

s{li;•; u):t.ir'pan. li:>s p•Jlnic1n11s <::ulot:ándo.lon en t1.1b,1s d!Í ens;n•o. de 50 

mi d<Í ·ME poste.ri<Jrmente se incut>a 'duraht.P. 48 tior~s, se separan los 

d.~i Íned:\O t:oniJfr ·i O~IHiq mediante C:!?lr(.riflJf,18C: iÓn a \ 000 

15··min11tos, sa con.serva. ha1;ta el moment,CI ·da su 

g 
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PREP/IR/ICION DE ERITROCITOS SENSIBILIZllDOS CON ANTICUERPO <EllJ, 

Se toma 1 ml de eritrocitos de carnero y se lavan por 

centrifugación. 111 botón se le agregan 4 ml de IgG y un volumen 

igual de PBS, se mezcla e incuba por 30 mina 37~. Se centrifuga 
, 

durante 3 minr se desecha el sobrenadante y se lava una ve~ mas 

para eliminar el exceso de anticuerpo, finalmente se reauspende en 

8 ml de PBS. El EA asi oreparado sP. conserva a 4 ª C hasta el 

momento de su uao, Cn~nca despu~s de S dfJ~l. 

TECNIC/I PAR/\ LA EV/ILUACION DE RECEPTORES Fe, 

Se utilizan c~lul¡:is de m6dula 6sea despu6s do 4 días de 
,,. 

incubacion, se revisan los cultivos en el microscopio invertido,. y 

en seguida de corroborar visualmente el buen estado general, se 

procede ¡:i separa!' las c:élulas adheridas al sust1·ato, Para ello se 

utiliza un gendarme de hule y Junto con las c~lulas q~e se 

encuentran en suspensí6n se colocan an tubos de ensayo, S• lavan 

lliedtarit_e ceritrHúgac:iÓn y se &diciona. l rnl de f'IlS, SE! procede a· 

agreqarlés 100 ul de EA y se resuspende para post¡¡riormente 

éoni ~if1Jr¡ar a 500 g durant.e 5 min, Posteriormeriter.le una incub 13c:i.Ón 

30 min en bai;io de agua a 37° e y para c1Valui!r el porcentaje de 

c:on rE!~'1ptores para Fe ·se determina el porcentaje de 

EA en •Jn hemocitómetro, ·Se consider<1 como roseta. a aq•Jel 

_que, tiene máo de tres eritrotúci's adh.er'idos a S\l 

celuiar~ Las ~val•Jacídiies dei porcentaje de la1> cÓlulas 

J'ec~p;tores de rnembr~~iJ $e h~cen al contar un mínimo .de 200, 

e!¡ta té'c:nica'·f!n ce'lulas adheridas al 
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~•ust. r~to, se procede a retirar de los cultivos t.odo el 

sobrenadante y a lavar las caJas en 3 oca~iones con PBS a 37°C, en 

seguida se agrega 1,5 ml de PBS y 0,5 de En para despu~s incubar 

d~rante 30 minutos a 37ºC, Se eliminan los eritrocitos no 

adheridos mediante un lavado con PBS, para finalmante fiJar Y 

ter.íir' (t'\pcfr1dice S>. 

Cuando se evaluan dnicarnent.e las células en suspensión, se 

retiran estas de las caJas de cultivo y se ponen en tubos de 

ensayo para lav¡:ir por c:antrif•1goción. PoG~.P.dorr.rnnte sa aqreCJan un 

ml de PDS y 100µ1 de En, se centrifuga y se incuba durante 30 

minutos a 3?C, y se procede al conteo de c&lulas con receptores 

para Fe i 

DETERHINACION flE LA f\CTIVIDl'ID f!IOLOGICl'I DEL HCl'facR, 

Para determinar la actividad biolÓgka del MCHacR que 

contiene el factor inductor " la a•parición de receptaros Fe 

·• <FcRI>.. se procede a cultivar B X 1di cél1Jl811 de médula ós~a en 
. . . 

· .c:aJas de Petri de_ pl<i'stl.co <Duran110 Vela, Mé>iico), y se 11dicionan 

1()0 .µl de MCHacR , Estas célula~ en praHncia del inductor H 

·durante 4 días para luego realizar la evaluiu:ión del. 

di!' «:élulas .con recf!ptores Fe, 

., . ~ 

determ:Lna1~ la actividad biolóoic:a del MCF .que cont_ierie 

le:> Pl'Dl·~r,tt.raciÓri ~.e ·~fl-~rÓfago.s· y gr~~~··loc:it;os 

a i:ultiv~r 8 X 1<f células de méd•Jl111 ósea en 
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caJas de Pet.ri de plsstico a las cuales st1 les agrega 20::< de 11CF 

de 4 u e d{aRo Despu's de 4 días se procede a evaluar la 

prol iferaci6n mediant.e un conteo celular, 

CULTIVO DE CELULAS NO ADHERENTES DE MEDULA OSEfl, 

Se siembran a X 10 6 células de mé'dula Ósea en ca,jas de Petri 

de vidrio en presencia de 201 de MCF durante dos días, se 

recolectan tant.o las células en suspensión como el lllP.dio 

condicionado <MCMO> para ponerlos en cultivo durante dos dlas más. 

Final~ente so ovalua la cantidad de c6lulas con receptores Fe 

(fig. 2) 

.DE LA INTEAflCCION DE CELULl\S i'IDHERENTES, .CELULflS 

F'LPTANTES: { l::L HCl10 Pt\Rfl U\ INDUCClOtLDE RECEPTORES Fe . f'OR, HCF, 

nT.;~n1' ... CI• $9. hace dlUlp~éS de dOS 

2l 

las célülas f'lotarit.es y 

a b,s cá,Jas de cultivo 

las i.:ualP.s. a 1>u ve:::· 



M:7 Í. llEDIO <.'aIDlCl®'.00 l~R. FleKl~S 

Mr:&e:a 1 ·miro coooxcroW.óo !'OR mromtis 
·.,~ori~ 

,·,_;' 

. \ ·, ': 
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RESULTf\DOS 

PRODUCCION DEL Ff\CTOR INDUCTOíl f\ LA APAF:ICION DE RECEPTORES 

Fe <FcRII POR MACROFAGOS RESIDENTES DE LA CAVIDAD PERITONEf\L, 

Debido a que los macrdfagos residentes de la cavidad 

praritoneal <MacR> al ser estim1Jl;¡dos in por 

lipopolisácaridos <LPS> bacter1anos sPcretan el factor FcRI <43>, 

y con la fin~lidad de obtener suficiente medio condicionado <MC> 

por dichas c~lOJlss <MCMacR) y asi disponer del factor para la 

realii:aci6n de en;,ayos posteriores; se c•Jltiv1non los fagocitos 

~sti~ulándolos con 10 ¡Jg/ml de LPS provenientes dt1 la pared 

·¿.elular 

colectsron 

. ' 

de Salmonell<1 tyehi111uri1Jm, IH cabo de 4 días se 

4 dlf'erentes MCMar.:R ( sOJb fnd ice 1,2,3 y 4) y con el 

de determinar· la existencia del factor FcRI en .. ellost se 

ti ag1·eqar 100 }11 . de cada uno a cultivos de célul~s' de 

·osea y despué's de 4 d {as se les evaluó la <1parfrión de 

. -'recéptO;f~ll Fe; En ,el primer ensayo Sil enc,ontró a 1.oclos los MCMacR 

induciendo a1· m~nos 10Z mis de c'lulas con receptore1¡; 

cil.ccintrol_(8::0.<Tabla u, sie.ndoel.l!Jás alto el 

ciÍ1•Jlas cori receptores. Fe ..•. Eri .· un ~egundo 

di:!. 23'7..y. Una· vez mára t.odos lns MCMac·R f•Jeron 

ocast'ón la dHer~nc:ia entre el r.ontrol . . . 

·má's báJá f'ue,df.i n maí1.1 de fagocitos con 
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PROl)UCC ION [IEL FACTOB INDUCTOR 

DIFERENCIACION DE HllCROFMOS y 

FIBROBLASTOS DE RIRON MURINO. 

A LA PF<OL IFERflCION 

GRl\NULOC !TOS <MGI) 

y 

POR 

Se sabe que el MGI os secr~tado por diversos tipos celulares 

(55-63), entre ellos los fibroblastos; por esta ra:i:ón 5e 

· cultivaron fibroblastos de ri~Ón murino pera usar su HC CHCF> 

como funnte del factor, con la finalidad de determinar las 

condiciones idóneas de su obtención se c•Jltivaron t8nto 1.5 como 

2,5 X 106fibroblastos y se espero 4 y 8 a{as respectivamente, 

tiempo en el cual los cultivos visualmente habían llegado a 

·saturación• 

Nuestros resultados mostraron una actividad inductora similar 

~ara.todos los MCF obtenidos <Tabla 2>, 
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¡,_: CINETICi\ . DE t\F'l'IRICION DE RECf:PTORES Fe EN Ml\CROFllGOS D.E MEDULA 
f~,,~y-~_3:,. 

¡f~;··, ·• OSEA 
~~~·.;; 

~l:~~Ij~;?·: ·· .-. 
._},~~~'~''.)'IPF,. itsti~uiJ) · 1a P ro11f-~rac: :.ón _cíe céíúles de, mél:l~1a óséa y que et 

~ndúée <ia< aparlc iÓn <(je recepto~es f'c en estas, puede 

'"',iPffi~r~e que sl p~ner'· HCF (q~; ~Clntiene HÓI> a cultivos de 

>"Pfu~~t~j''{i;;,:t :;:;.:;::" ~:~! :'' ,:::::::,::·~:.::." '::••" ::: :~:·•:.: 
c"éi1l1a9 de med1:i1~; Ósea d1Jran~é 1,2 y 4 dias en 

"UniJ,Véz ·contirmadó.que en nuestra,; condiciones de ·cultivo al 
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;~h:~{ .~.~~ici4·: Jfe~io condir, i onado t\e :tibr~ohl c{!i tos •lm~¡\nte 4 <lf~:;, 
[~;~f ct~q·~. : Hedj o condí e i Oíla¡lil ª" ti hr•ofü~ tos 1lt1l'anfo 8 !\fa:, . 
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presencia de MCF y se evalu~ el porcentaJe de c61ulas con rosatas 

EA que se encontraban en suspensión, asi como el de aquollas 

adheridas al sustrato di~ cultivo, Simultá'neamentP. se determinó la 

poblaci6n celular a lo largo de todo el experimento. 

Al reali~ar el conLeo celular qe encontr6, a los cuatro días 

de cultivo en presencia del inductor CMCF), un aumento de 225 Y 

200 X 10 4 células, en comparación con los controles que 

presentaron 125 y 142 X 10 4 c¡{lulas en el primer y seg•rndo ensayos 

resp ect i vamc~nte (Tabla 3>, observindose que la población iba 

disminuyendo a medida q1.:e pasaba el tiempo esto QS un fenómeno 

no,mal en cultivo de mJdula Ósea ya que muchas cilulas mueren 

durante los primeros días CTabla 3), 

Por otro. lado se observ6 que hab{a un aumento en el 

porcentaJe de c'lulas adherentes con receptores para Fe en funci~n 

del tiempo de. cultivo en presencia. de MCF <Tabla 3>: para el 

primer ensayo se obttJvÓ 1,. 14 .Y ssr. de células con receptores 

y en el s¿guntlo ensayo se confirmo dicho aumento ~on J¡.13· 

2 y 4 d!;;is respectivs111ente. En los dos ensayos 

el porc~nt.aJe más alto fue para 4 días de. 

repr.Eisenh .~p ronimadamente ·el doble del porcent..Je de 

~á~7pt~res en .. los testigos <Tabla 3 >. 

que preséntaron las cblul~s 

o¡ 3 y·7z ~· lOS'ir 2 Y 4 df~s, 

se otít.ú~ieron ·h 5 y 11i.: •. 1.;os 

y .6:! de.· c~lul as. con rm:eptores ~ii 
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el primer y segundo ensayo resper.tivamente. ~unque en los dos 

ensayos puede notarse un leve incremento en el porcentaJe de 

receptores respecto al control, en oeneral es muy pequeAo al 

compararlo con el que presentan las c~lulas adherentes <Tabla 31, 

En resumen, nuestros resultados muestran que el mayor 

porcentaJe de receptores Fe se encuentra en las c'lulas adherentes 

al sustrato; asimismo se observó qua a partir del sequndo día 

habla un incremento si~nificativo en el porcentaJu de rnceptore1 

Fe, siendo este aumento paulatino y alcanzando el valor mJximo a 

los 4 días de cultivo. Por lo tanto en presencia de MCF 

incrementa la proliferaci6n y tambi6n aumenta el n~mero de c¿lulas 

adherentes con receptores para Fe, 

EVllLUllCION ItE LA llf'ARICION DE RECEPTORES Fe EN Mi'ICROFllOOS ItE 

HEDULÍ'I OSEA EN PRESENCIA DE l'ICF, MCMecR Y ME[IIQ CONDICIONl'IDO POR 

·PULHON ENDOTOXICO <HCP>. 

·Una vez quo se encontró que en prosencia de MCF e>1htia un . . 
·,'; ·.'» ·: ,. 
}. incrementó del 

, 
de cél•Jla11 con receptQres para ·Fe, numero r.e 

a evalÚar .¡;:L el. HCliacR también era capaz de inducir ~;: .. ·:-r 
~;:·,j ~ 

Fe en ·.:ausencia de MCF, Por. lo anterior, dit'ererites ~':H · ·r.~~apthrtts 

i~C~?··· c:4iti\los···.de mé'd1Jla Ó•e~fueron in_cubad_Ós en P"º"ººc;la de uno ·u 

[t_t/" • ! . • . ·•:.· .. · .. · ·o"b't;..n· ·.i :in:_d'o· ~e•· un~ <>r:"ti"ida·d· e_e!ll;._ ,·J· anta" p~·rM. e" l. HCF' y ... ···.:: ·· otró. inductor, g e " ~ w .. .. Q .. 

\t; ;• ; él11CHa~R, con ~n •is' y :51r. dft célulafl adhérente~ con receptores g .. ::~~~ y::~·:· •' ,' ' ' . ' '. ·' ' .. -. . . . . 
;f);?:~·- ., ·Fe ~espec:tivamente, en comparar:iCÍn con el .. control que presentó .una 

i1-(''' ~-~-ctj."vÍd.i/ de 3Í;(CÍ.,bla .4>.Al realizar ún sr.11,¡•mdo ~ns~yo nuestros 

~i.::D\. }r~~'i.11Útios H \ c:onf'i;rmaron, enc.oritr!Índose un 50 y 52 y :m · de 

~~.i~'?.( .. . 
. ' ~ .. ·,' 

~ .. f._.K_•.1.-_-.r.~.i.·.·_; __ -_,_ •. ~.·-~ .. t.::_:, ·\ '· · · • · : : i;c • 
~- -· - .'"'.:.:::.:;__.;·~;. :o:t.1·· :~,.'.';,.,~, ,,,~'..-;-. 



1:..,,:· 
¡.~::'·_. 

TABJ,fi 4 

EVMA.IACMN DF. JECl~PTOm:s Fr. EN Pi.m}ENCrn m: MCf J ~lrt'li\Gll ~ M·~P 

Ensa~o 1 -----------------.. ·-----........ _.... ______ ,, ___ .. __ ~_,,, ______ _ 

MCMacn 
.. MCP 

31 

51 
2'1 

29 

iF 
,,,.,.'- ~~~ ... ,.......~itr4'~....-..~ ...... :r .. -..,--... ·""'-·~··-··"''"-··----·-...---~-.-..... --" ......................... 41~· . .-. ... - .... -~-..--------· 

~i;;·i'. 7-::- :· Cont)'.lol ~.~ los ~nsay!)s !íin M~di o c1mdídonittfo tle f i l1t1ríhl ast:osy .. 
~~\;~:··MC:F : Células dieo nitdttla Ósi:;,, ün p¡1u:senci.a 1:le tih:dio ccmdfoiuna~.to de fihrohlas:tos, 
~~(:>~'.·.<~AK¿. :. 'Celul.as aJJ¡e-r•entes ~\is N!!J.Ho o~nilfoiofüttfo &•: ~{05 HM1. · 
y:;i;:\ctlCH~oR: Célltl as et~ I~~ ctul a osea ~o i)Pi! St~noi.il d<~ MEhliv (l ontHc iom1do .:fo M¡l,{l)'.IÓf {l.!{0$ 1 

f~~it10:P· :)Células cfo 1~éauliA ó~i:t~!A en pre:!H!llti?t J.e tilf~tUo tHmtiifii()nada a(" pub1ón. 
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células con receptores/ para MCF, MCMacR y el 

respectivamente. 

lldemls, al cultivar c6lulas de mldula dsea con MCP, el cual 

contiene tanto inductor para la f'orm'1ción dP. rosetas El\ 

a la contenida en MCMacR> como inductor de la 

proliferación celular <similar al contenido en MCF> (43), se 

encontraron en ambos ensayos valores similares a los de MCMacR Y 

MCF <Tabla 4), 

Una vez determinado que en los cultivos dn cuatro d!as cori 

los diferentes inductores aumenta el ndmero de cllulas adherentes 

·Con receptores, fu~ interesante evaluar mi era necesaria l~ 

presencia de las éé'lulas en suspensión, así como del medio 

condicionado ·por todo e1 cultivo paru que este. incremento se llove 

a cabo~ Por·10,anterior, se procedió a cultivar cilulaa de médula 
. ' 

·.ósea en presencia de MCF y a lo$ dos dÚ!s s1~ retir¡¡ron tanto 

~l MC, permitiend~a las cllulas ~dherente~ 

c:•Jltivo con medio nuevo durante dos días más. .se 

~orcetita,Je d!' células con receptores !le abatió 

. un 24 y ::?9X para el p rime1• y seg•Jndo eMayo en 

de 4 d(as i::on MCF que presentaron 51 

tjúe: asto$ ba,JoG . .valores son semejantes a los 

indi.íctor que presentaron 
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IN[IUCCION POR MCF [IE RECEPTORES PARA Fe EN CELULAS ADHERlMS AL 

SUSTRATO [IE CULTIVO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE LAS CELULAS EN 

SUSPENSION. 

Debido a que al retirar las cólulas flotantes, las adherentes 

sufren una menor induccidn de rosetas EA y con el prop6sito de 

averiguar si existe una interelacidn entro ambos tipos celulares 

para que dicha ind11cc iÓn se lleve a cabo, en esta oc aili6n a los 

dos días de cultivo con MCF se lavaron y reqresarcn las 
,. 

cel•Jlas 

flotantes en medio de cultivo nuevo, para p6!rmi ti r •Jna inieracc iÓn 

ininterrumpida entre las células en ausencia del MC. Oc& d{as 

después se observ6 que el poN:ent::ije du célula<; adhe1·entes con 

receptores se abate respecto al control positivo 148 y 44XI, 

presentando l.ÍnicamentE? 34 y 19X en el pl'im1?r y sequndo ensayo 

respectivament11 <Tabla 5>, 

~simismo, se colocaron dos controles negativos. el primero. 

111 .. f'inali'dad dtt evaluar la inducción en ausencia· de tas 

flotante.s lo constituyeron C•Jl ti vos de medula 6'sea en 
-. _,. .' 

.de HCF por dos dÍa!ir al cabo de los cu<tles se les retiro 

MC c:omp las cllulas .. flotantes. para agregarles 

me.dio de cultivo n•.Íevo por dos dÍ~F. más. El seg•indo 

' con cúÍtivos sin MCF. El ensayo f'.•Je repeÚdo. en do¡; 

37 y ~51,y 35 y 2B~ respectivamente <Tabla 

. 'que .al retirar el MC por dci~ días de los cultivo-. de 
··.·. 
sé ab9te i.3 ind•Jcción de receptores Fe, nuestros 

- . 
_q•Je, ,lá P.rt!sencia de este MC es n•?cesaria para 

se lleve'ñ·cabo• 
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DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RECEPTORES PARA Fe EN CELULAS 

FLOTANT~S DE MEDULA OSEA AL SER SUBCULTIVADAS 

Tomando en consideraci¿n que al retirar al HC secretado a los 

dos días de cultivo por células de mé'dula Ósea en presencia de MCF 

la inducci6n de receptores Pn cdlulvs adherentes disminuye; y con 

la finalidad de detectar si las cél1i!as flotantes podr{an ser 

inducidas por este MC, se procedi~ a cultlvHrlas durante doa días 

mas en ausencia de las arlherentos uncontr~ndase porcentaJes mucho 

mas baJos que el control sin HCF 126 y 25Z>I de 10 y llX en el 

primer y segundo ensayo respectivamenta CTabla 6), Los ·resultados 

anterior-es indican que prnbablemente e}dsta una interrelaci6n 

entre c'lulas adherentes y las flotantes para que la inducción a 

la aparici6n de receptores Fe se lleve a cabo, 

EVllLUACION DE LA INTERl\CCION ENTRE Cl~LULAS llDHERENTES, CElULl'\S 
.,,;_. 

FLOTANTES Y SU MEDIO. CONDIC!ÓNADO PllRI\ LA lNl:rUCCION t1E RECEPTORES 

. Fe f'OR HCF EN CULTIVOS ffE MEDULA OSÉt'I. 

Puesto. q•.rn al r-etir<ll' e1 MC de los c•;ltivos de médula Ósea en 

de MCF ·la indtJcdqn a la apar:lc iÓn de receptores Fe 

y eón' la f inalid~d de determinar si excluaivamente este 

· \'!'S el causan ~e de dicha dismíní.:ción, se cul't.ivaron. célul.as' de 

ásaa p~~/a los dos días retirorle5 l<is cé1uias .ffot.cintes y 

más solo las adh-erentes con el HC " obteniendose 

al , íglJ.al qui)) on a•Jsencia de :u¡¡s céfolas en suspensión la 

con WJlorei; semÍ?,Jantes al negativo sin MCF 
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lfCF ·~3 4~ 
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·. HCF : Células de 1~éduh. ór::t:~1~n1it)ust1:ciJ. 11E rndio t:ondiciü;1~clo tli! fi.lii·ohla!dos:. 
'. cnc~t: Cfluh.s i\\lher·ünl.cs Gvn 'Ci\l.1'1Liti .;\2 ,.,~~{lr;, 
' es . : COulas en suspensi \in !it.dlt:UI ü l/¿1,a¿1s ~1Hhlfl t <: tlO s (~ t'.1 ~:' 
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Debido al hecho de que al retirar el MC y deJar solo las 

c~lulas flotantes el porcentaje de inducción se abate, se 

colocaron tres cultivos de midula dsea a los que se les retiro a 

los dos d{as solo el MC permitiendo continuar al cultivo dos días 

mas en presencia de m8dio nuevo y factores inductores que podrÍ3n 

sustituir al He, Al primer cultivo se le aAadio HCF como fuente de 

MGl, al segundo MCMacR que contiene FcRI y al tareero una mezcla 

de estos dos inductores, encontr~ndose 40, 30 y 53% de c~lulaa con 

receptores para Fr. < Tab 1 a 7), Con10 el c1Jl tivo con mclYor porcenta .. ie 

de induccidn fua aquel qua contania la mezcla de Jos ·inductores 

suponemos que ambos se encuentron Dn el MC, no obstante es 

importante sa~alar que esta induccidn de 531 fue muy inferior a 

la presentada por el ·control positivo 177%), Mas adn, el HC debe 

contener al9t.1n elemento lldicional al MGI y FcRI para una inducción 

Ópt.ima. 

f1nálo9amente, .a cultivos de m1Ídula ósea i;on MCF se les 

re~·iraro.n solo las ·. ci{lulas f'lohntes deJando sus 11Cs y la 
' . 

pres~ncia de MCF, MCM~cR y una m~zcla de ambos para ev~luar si 

e$tos. · enn capaces de. sustit~itlas par;J inducir l<' apai-ic:icin de· 

' J'i:Ícep~cfres Fe, Se cibtuv6 que ifnicamente .en los c•Jl tiyos con MC.F. y 
·, "'.--.' .·. . . ·-. 

e~Jit;úJ:•Jna indlJc.ciÓn mayor 11 la del negat.ivo sin 

:emb'árgo vale la pena h<ic~~r notar que la 
-~/ . 

y .s.emeJi'lnte al contról prJs.itivci cuando 

inductores .<72?.>, que cuando se \ISO·. 

E'.n'.co.rísecüen,c;ia.n1.1éstros result.ador,, indican que 

son ún~ f•Jente de MG! ·.~ FcRI y . q•rn ambos 
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EVALUnCIOH DE LA ItffETI1'CCION ENTRE CELUij;lS AU!IEREfl'.fES, CEWL11S Fili'f~N'fES Y SU 
HEDIO CONDIClONEiDO Pt\R~ T1A JtlDiJCClON ])}: f~ECr:I>10HES Fe Pon MCf EN CUI.l'HJOS ~·E 

M~OHUI OSE(¡ . . 
---·-------------*·-------........ ,. ..... ----·---... -~-------·--

-------- ............. ____ ~-----~-.... -----------

---~--- ·-----------------·-----.,-........... _*" _______ _ 

.. 

cnM2 30 H 

Cl 44 'J'l 
IJh 

' ·:. MCF4 11 1·0 .,). 

CFF .49 j.1 

.. eFR 30 rn 
: :.' ·,. ' '1 • "· 

53 ... 9 · ·.·' :CliFJI. · ,1 
r ., • •• : ,. 



'fADI1Ci 7 
(continuación) 

._., _____________ 
CRM2F 56 40 

CAMz~ 29 19 

C~M2FR '12 45 

CAFH2 '18 48 

CAC" 47 J.0 

. (AH2 :Cehth.s adhel"~ntes Más ~\edio conthcionado ae 2 lUaso 
· ·. tFF · :CUul-i\s tl~tantes ttás MCF. 

(fR :Célul.as flotan fEis t~á:s: MCHacH. 
(;fFR :Células tloh.nt('S 1%áS M(;F y ttCMacn. 

· (A"2F :tHulas adl1erentes tt.is nedio conthcionado de 2 ellas y MCF. 
CM12R :CHulas ad11~rientes Más ttedio f!l)n{Uciortado tle 2 tHa:s: y MCMt\cR. 

. CM12FR:Cehllas adl1ei"entes \Qás Medio con{hcionado de 2 tlías:, i~CF y MCMacR • 
. CAFH2 :CUuli\s .a.dhe~~ntes Más HCF y C~t.12. 
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·fad,orer; con necesoriofi pura quu tJn~ o~tima indt1cción di! 

Los controles consistieron en cultivar c6Iulas do mJdul:i c~aa 

Gin inductor (control negativo), asi comti con MCF durante 1 d{ag 

(control positivo), 

odhcr·ontes con rDcoptorl~S para Fe. 

Sicmdo f]'.le! el tr;:it .. 1miento d<> l.wudo t1echo para retir;ir y.1 SPB 

las c61ulaa flutmnteo o Dl MC de loa cultivos pudiera aer un 

fnctor que ilfc.!cte el procer.o de inducción de l.> aparición de 

receptores Fe se procudio a cultiv9r cdlula& con MCF a loa que B 

, 
encontrando~e un 

,porcentaJe mu; similor al valor positivo C79ZI, de nqui puede 

concluirt:.o que el tr.<Jta111ü-nto do la·,ndo no Blterel el p1·ur:1~,;u d1; 

. i"r1ducc:i6n, l'lde!m;!s se r:olocó un control 1n:tr3 al que despuds de dos 

díi;s. c:on MCF. su lD ret.i rarnn t.rintu cti1u10r.: flotnntei; como 1rn HC, 

· do,JÓndolo continuar por dot> días más cm mcd i o OIJE/\lo y Sf! !lb tuvo' un 
:': ·:· . ' 

·47X di!d:1!lul<rn adh1?rent1~s induddor,, valor que ei:; muy s1~mwj;mte ;il 

.r.!:inlrol: ,nr.qat;iv<J. fh.! la misma manera se proc:edio a repetir t1ste. 

'/ se encoi1Jror.un .\lolorP.5 si mi lat'P.S ¡¡ los 1mcontrl!ld~1u PiH'fJ 

pri:m~r e~!'¡~yo, _lo c•rnl cor~obora nu~-;;t~;iti supmdc:iones. 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

rt.•Jrante muchos a;:;os se le asocio al factor induo.:tor a la 

prolifer~ci6n y diferonciaci6n de macrÓfagos y granulocitos CHGIJ, 

la capacidñld de llavar il dichos tipos 01l•1lareg 11 un proceso 

complet.o de madurñlciÓn, sin embargo re~ientemente se han 

encontr3do otros factores que colaboran en el proceso da la 

diferenc:iaciÓn celular completa. Entre estos f<>ctores pode1flos 

mencionar a los inductores de la apariciJn de receptores Fe CFcRI> 

y C3 CC3RI> en las membranas plasm~ticas de diferentes tipos de 

fagocitos. Cabe hacer notar la existancia de un interesante 

mecanismo de autoinducci6n mediado por los macrdf•gós de la 

·cav:ldad peri ton1ml de !'atón mediante el cual 1:1stos son capaces de 

s1ritilizar y aecretar al me~io de cultivo tanto MGI como FcRI y 

C3Rl~ 

Tomúnd1J .en consideración q•.ie· por lo general en todos ~os 

de diferenciación mielo~de se utiliza médula ósea 
. ,. ' 

~~mp~eta, se plantea .la interrogante de si el MGl y el FdU son 

. !i~f~d~'¡\tei; 'pa~a garanH:i:ar .la eldstencia de células 
'.:~_' .• · ' ~. '; : ¡ • .., ': .... - -

· O. ·.inmúnólog ;ic;;;ime.nt.e madu1·;;is, o si, algún ot.ro .factor es necesari.o · 

'¡;:~·i:~·;:.s;e fi'n; i:iuránte el desarrollo de este traba,Jn se encontró. 

P.ª1"ª. 1<1 di+''<rendai::ión cómplt1ta de fagoéitos provenientes de 

1Íl.;°9t.i~a ó'~~a, er11 n~cesari~ además de )a pres.en.ci n de HGI y 

producidos· pnr. c.él.11las de 1'l m•~fola ósea 

·,_, 
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durante el proc;f)SO de inducción ::i la difel'f!nCinciÓn. [vidcmtument.e 

estos resultados abran un amplio campo de inves~igaci6n ac0rca de 

los procesos normales de diferenciaci6n mieloido, que bien 

ent.endidos incidiran en la comprensión de los proceso!> de 

enfermedad en donde dichas c¿lulas esten involucradas, 

~unque el HGI ha sido detectado an medios condicionados por 

creyó 

conveniente utili~ar para el presente trabaJo el producido par 

fibroblastos, ya que estas c~lulas se encuentran inttmamente 

ligadas en el organismo y producen factores capaces de inducción 

r~clproca. Como fuente de FcRI se utilizd ~qu~l producido por log 

m~crJfagos residentes de la cavidad peritoneal por ser esta la 

únicn ~élOJl::i s¡mgufoea q•rn lo prodOJcP. < 11)2), F'or últinto, como una 

fuente nRtOJral que contenga HOI y FcRI se 1Jtiliz6 el mndio 

condicionado ppr p;Jlmón •?ndoti:Í>dr.o, el cual se sabe contiene esto5 

do• ~act6~es en grandes cantidades. 

~esultados ancontr,mos que tal y como era ~e 

ensayar los diferentes medios condic.i.orados de 

4 dí.as. <HCF4>. o ~~ranti .a dÍ~D CHCF~> se 

la· prolife~¡¡ciÓn celular con respecto 

fueron :Si~ilares· para los dos .medios 

lo cÍ.Jal indica 911e no importa la cantidad 

si~mbren inicialmente, 
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En nuestras condiciones eNperimentales se encontr6 que el 

mayor porcentaJe de cblulas de m~dula dsea con receptores para Fe 

lo presentaron las celulas adheridas al sustrato y que Pste 

aumentaba durante el tiempo de incubación, llPQ<indo a un má:ümo a 

los 4 dían de cultivo. Suponemos que el aumento de c~lulas 

adherentes con receptores para Fe era el resultado de la aparici6n 

de nuevas c4lulas de tipo macrof5gico inducidas por el efecto del 

MGI sobre los precursores mieloides, aunado al efecto del FcRl 

procedente do las misma& c6lulas adherentes. 

~unque exi6ti6 una induccicin a la proliferaci6n celular 

cu•ndo se utili:6 HCF <que contiene solo MGI> o HCP (que contiene 

MGI y FsRI>, el porcentaJe da c~lulas adherentes con receptores 

para Fe fue semeJante al encontrado con MCMacR <que contiene solo 

FcRI>, lo cual parece indicar que no es absolutamente necesaria la 

presencia de FcRI para que la inducci6n se llev& a cabo y que por 

lado tampoco e$ indispensable la presoncia del MCH. Estos 

·l'e\l•Jltsdbs nos hacen pensar q•le el MGI 111 producir macrófagos 

madt.!ro11;' induce ·en. forma indirecta la 'p,rod•Jcción de FcRI y que por 
. . 

:otro lad~ esta~·f~goc:itoG madu~os son a su vez susceptibles a 

FcRlr a•ín'en auseneia del ímr, 

re\óuHado!I se. podría suponer ya sea que 

'el proceso~normal de diferenciacidn se secret~n factores 

indhpan_sables para que pste mecanismo se eff1í:ti:10 en s•J 
. . 

qüe e.>1i)i;tan c:fÍlul <Js no odherenhs CIJYO presencia sea 
. . . 

riec:e!ql'fo, En. c:on_,;ecuencia, tóm_andn en 

dos días de incubación para que 
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mayor1a de las células adherentes so adosen dl 
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de 

cultivo, se considero pertinente eliminar ya sea el MC, las 

célula!> en suspensi6n, o las célulJs odherQntes al cabo rle nst.os 

dos días y continuar los cultivos para determinar si el proceso de 

inducción de receptores Fe sa llevaba a cabo en la ausenci<1 de 

cualquiera de ellos. Encontramos que tanto al eliminar el MC, las 

células ' ' en suspe1rn1on, o l<'ls cél•Jlas adher1mtes (al subcultivar 

las 
, 

celulas en 
' , 

suspenr.100 ,J•Jnto con ,11 
, 

HC> la induce ion de 

receptores p nru Fe no s~· efe e t•rnba. En consP.c11enc i a sup11s i mos que 

debe existir una intr.racci;n entre c~lulas adherentes, células en 

suspensión y el MC para q•w este mecuni!irno de ind11cc1Ón se lle,•e a 

cabo, 

Para determinor si el FcRJ, el MGI o la mezcla de ambos 

sustituir 
, 

al HC, o a lall celtJlas en . ' s1Jspen1uon, se 

~:111las adherentes en pre~encia de uno· de estos 

y lo~ dif~rentes factores inductores. Se encontr¿ que en 

factores e1dst.i6 inducc:iÓn y que 1.•sta era mayor 

el MC, que cuando se emple~ron las c~lul~s en 

·Sin· .embargo tambié'n edstió' una inducción muy 

• 1a encontr~da i:on l~mezcla de factores eri ausencia de 

se tJti li;:;<:Í. el Her. .j•1nto' con el MC.. En c:onsec:uenc: ia 

que e11o. p:robable la cHh;tencia en el Me de algun factor 

c¡ua colabtJre Cf.ln FcRl en ·la inducción do receptores 

. coriveniP.Ote · · trot •. ar de ,_identificar al r.:ofactor de la 

r'1i:epto'res para J:'c; determinar slis pr~piéd~d€'s 
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moleculares, e identificar la f1Jncic!'n que pueda tener 2_!!_ ~· lle 

esta forma no •~icamenle se contribuiría al entendimiento de los 

proceuos de diferenciacidn normal hacia c6lula5 inm1Jnocompetentes, 

sino facilitaria la identifir.aci6n d1! alg•.Ín tipo de anormalidad 

q1Je pudiese presentarse en el ser humano. Por otro lado el estudio 

de l~ posibilidad de aplicar este cofactor Rn forme torapeGtica 

parn aument.<Jr el n•'.imero de cé'l•Jlas con receptores para Fe y as:! 

ayudar al individ1Jo a la dcfenGa contra c1Jerpos extraRos, Q1Jeda 

abi•~rto. 



so 

flPENDICE 1 

SOLUCION ALSEVER 

Es tJna 9oluciÓn isotónica ant.icoagulante, prt111ervat.iva que 

permite el almacenamiento de sangre entera a te11pEH'atura de 

refrigerador <4ºC) por alrededor de diez semanas. 

Los eri trm: itas se utilizan durante cuatro semanas <un mes), 

después de su extracci~n. 

El pH de la solución estiril debe ser de 611 

Se disuelven los ingredientes sucesivamente en agua destilada 

<H 2 0> Y l.a solucid'n resultante 1u1 autochvea a 15 libra¡¡ durante·· 

15 minut.os. 

fl~>i~~o$a · 20.so . 9.• . 

ci:tl'a~~·de sódio dihi.draj:.ado. a,oo IJ• 

; l\c)~o C!t}ico.'mnnohidr~t;aifo o~s5 · .. g; 

4~.20 9• 
-- . -- . 

1000;00 ii. 
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APENDlCE 2 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS 

Esta solucidn se usa para mantener a los cdlP1•s en 

condiciones fisiolÓqicas ast3bles d•ir;mte períodos col"tn-., 

La capacidad amortiguadora es proporcionada por l•; Beles de 

fosfato. Los componentes fueron diluidos en un voiu•en final rle 1 

1 000 ml da agua bidestilada, 

Cloruro de magnesio 0.1 CJ 

ClOl'IJ1'0 de calcio 0.1 g. 

Cloruro de sodio a.o g 

Clorur.o de potasio (),2 g 

FoGf'ato monoácido de sodio 2 .1'11,¡ 

Fosfato diácido de potasio 0.2 9 

cloruro de !ilagnHio y el de calcio se disuelven .en 100 1111 

bide111t.i.lada, Las sales rest.11.ntes, por separado se diluyen 

,mf de. agua bidestilada y -después se adiciona -los ~oo, 111 

cloruros. Po~teriormemt.f.l; sé afo1•a a un volt.i,m11n 

a un pH .. ~e 7,2 a 7,4, 
. · ... ·, .·,.,. 

la ~olucion por medio 

USI\) con un d i~matró de -poro 

al111ac:ena a ~•na tempe.rat.ura .de 4 ºC' hasta. ei 
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llPENfJICE 3 

HEDIO HINIHO ESENCIAL DE EllGLE 

Este medio se utiliza para mantener a los cultivos celulares 

en condiciono& normales in. 'llt.r..2.• t'\ continuación se hace mención 

de los component.cs químicos de los cuales esta formado este medio+ 

flHINOt'ICIOOS 

L-:-llr<Jinina 

L-Chtína 

kBlut.a111ina 

84+00 

62.57 

594i00 

·30.00 

422¡()() 

·1os.oo. 
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VITllMlNllS mg/l 

D-Ca Pantotenato 4,00 

Acido FÓlico "'ºº 
Inosit.ol 7,20 

Nicotinamida 4,00 

Pi ridoHal. Hql,, 4,00 
·1.,, 

!Ubof'lavina 0.40 

T iardna 4.00 

SllLES lNORGllNICllS 

ClOJ'!H'O d.a t:alcio anhidro 200.00 

Nitrato da fierro IlI nonahidratado 0.10 

de pot119io 400,00 

·111~9nei;~o anhidro 96~ó1 

de sodio 6400.00 

111ond0Ódico aioricht.d ntarlo .125.00 



En 950 ml de agua bidesLilada, se diluye al medio en polvo 

agitando ligernmente, se adicionaron 3,7 gil de bicai·bonato de 

sodio, además los antibi6'ticos como penicilina G 100 U/ml y 

eitreptomlcina 100 mcg/ml. Posteriormente se afora a un volumen de 

1000 ml y se agita hasta disolver, sin sobreagitar. El medio fue 

aJustado a •Jn pH de ó.9 y des¡¡1J~s se filt<J con filtros Millipore 

<11:illipore, USA> con un tamaí\ío de poro de 22 ).1• Finalmente el 

medio se al~acena a qc hasta el momento de su uso. 

APENDICE 4 

TRIPS!NA 

· La· tdpsina se .~repara e~ versenri a una 
,., . ; 

concentracion de 

para .. preparar el versen o se agregan a 800 ml · de .. agua 

lai ~igui~ntes sustaricias~ 

3i04 g 

de· sodio e.oo g 

de potásio º·"º g 
.'' .: .' ... ·.- .. _ ', ,,.-::-'.. .·· . 

,~tiJen-diamin-tetra-acetico~EDTA> 0.20~9 · 
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se afora a un l i t'ro con agua .. 

·c~n ácido clorh{drico 10 '.N y s.e 

·a.20:1b dutrante 20 min. 
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Una vez preparado el verseno se procede a pesar 0,25 Q de 

tripsin;i y se dil•JYe en 100 ml de ver,,eno esta sol.•.1ci6n se 

esteriliza por medio de un filtro milliporH de 20 micras de 

dia'metro, esta sol1Jción preparada se conserva en congelación a 

2oºc hasta su uso. 

t\F'ENflICE: 5 

TEÑIDO DE CELULñS ADHERENTES 

Se lavan las caJas de cultivo con F'BS a 37° e en tres 

9casiones para retirar el exceso de Eh y posteriormente se fiJan y 

ti~en las cllulas por med~o de la t6cnica Hetanol-Giemsa, con el 

primara permanecen 2 minutos y con el giemsa al 10X se ti~~n 

dura~te 10 minutos. 
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