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RESUMEN 

Es conocido que el inductor fisioldgico de la proliferacidn y la 
diferenciaci6n a partir de precursores mieloides de la médula 
dsea en macrdfagos y granulocitos CHOI>, es producido por una 
gran variedad de tipos celulares. Asimismo, se ha encontrado que 
existe una gran heterogeneidad entre los pesos moleculares de 
'stos. Sin embargo, no se sabe que -célula y en que circunstancias 
produce cada tipo de HGI. En este trabaJo se presentan evidencias 
experimentales que indican que probablemente cualquier célula es 
capaz de producir este tipo de inductor. Con est~ finalidad, se 
utilizaron fibroblastos de pulmón y células epiteliales de riÑÓn 
murinas, para determinar si la producción do HOI estaba 
relacionada con el número de divisiones celulares efectuadas in 
'li.tr..rs>. por estos tipos celulares. Los resultados obtenido;; 
indican que la produccidn de este factor se lleva a cabo 
exclusivamente durante el ciclo de la proliferacidn celylar y q~e 
se detiene cuando dicha proliferación es inhibida. Asimismo, se 
encontró que cuando son estimuladas nuevamente a proliferar, ya 
sea· por la acción de agentes físicos o biológicos, la secrecidn y 
prodbccidn de HGI vuelve.nuevamente a s~r detectada. Por otro 
lado, para colaborar con la hipótesis que establece que la 
d(vorsidad molecular del HGI dependo de la e1tirpe celular que lo 
producth la illtime parte d.• Enite trabaJo consistió en determinar 
el poso molecul~r.del ·HOI producido tanto por fibroblastos do 
p•J.lmdn como por célÚltltl epit,el iá.lH de ri~Ón t por maé: rÓfi!gos 
ind11.cidos a la cavi(jad p·eritoneal, )' por ce lulas de 111éduh otea 
11u.rinlts para compararlos entr11 si Y con lo& pesos molec•Jlares 
produ.cidos por · est:i rpeS: celulare11 . 11i111.llare&. Lou . pesos 
mo}il!cl.llÚres obter1ido• por. Crom¡¡t~9rillfÍl9 de e><c.lusiÓn IRDlecular, 

· d•lliu,str¡¡n· que· en efecto existen difer.enc ~as .entre cada . uno de 
. ell~.a¡: pt1rq una gran 6i111ilitud entre estos Y 1011 reportado11 para 
·••tlrp.es. nileJ•.ntes, Finalmante, se di11cuta 1.1n posible circuito 
cltlt,Íh'r ined:t.arite l!l cual durante un proceso infeccios.o particip"an 
cfh1llti epftoHalu, fibroblnto1ú macrÓfa901 y cÓltilH. de 11édula 
ó1ia• En; este' ali proétui:en hctores liiologic:os que desencadenán la 
próÜforaé:ió'l .. y. dHerenciacidn de 1111c:rófagos Y 9ran•Jlocitó11 a 

vP·'9rti r de pJiilcurscÍrH. heaatopoiéticos, asegurando asÍ un si5te1Qs 
.P•.rmanente de d.efensa contra cuerpos extratlos. 
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ABREVIATURAS 

a Inductor de HacrÓfagos y Oranulocitos. 
= Factor esti111ulador de colonia¡¡, 
= lktividad estimuladora de colonias, 
~ Hedio condicionado. 
= Hedio condicionado por fibroblastos. 
= Medio condicionado por células epiteliales. 
.. Hedio . condicionado por macrófaqos reu1idente11 ,:._;.-

estilllulados. con lipopoliflDcárido bacterial. 
"' Factor de proliferación de f'ibroblast.011. 
" Factor de proliferación de epitelio. 
=Unidad formadora.de colonias. 
= Unidad formadora de colonias formadora del bazo, 
" Unidad formadora de colonias de eosinÓf'ilos. 
=·Unidad formadora'de coloniH de eritrocito&. 
= .Unidad fbr11adora de colonias de mastocitos. 
= 111ic.rol.i tros .• 
.. mic.ro9r~111011<t 



I l N T R o D u e e I o N 1 

CULTIVO DE TEJIIIOS 

Desde que c. Bernard visualizó en 1870 la importancia del 

ambiente intracelular en la regulacidn de las actividades del 

tejido vivo, se hizo necesario un estudio funcional de las 

propiedades de las células Y COIRO éstas afect;in, o son afee tadas 

por 'SIJ a1Rbiente inmediato (1)+ Poi' esta razón, fué necesario 

separar a las células en sistemas artificial1ts 1m los cuales la 

influencia del aabiente sobre el organismo pudiera ser observada. 

4Jno de los pri111eros intentos en 1tst11 di rece idn fue realizado 

en 18~6 por F. D. RecKlinghausen (2), quien trabaJd con céltilas 

·~an9uÍneas de anfibio baJo diversas condiciones por espacio .de 35 

días. Sin e•barqo, el primer experi•erito organizado de cultivo~ 

lo realizó w. Roux en 1985 <J>, quien transplantó placas·neurales 

de .e•brioiles de pollo en desarrollo utilizando solución salina. 

fué el priaero en dÍt110-.trar q•.1e el cierre del tubo 
;;. .·; __ . ' 

neur;il es pri1Hnmente •.ma · función de i'o11 cons ti tu ven tes 

•,'.~~l:Ul;Jres y"º' cOl!o.u.hab!:a.supurnito, un efecto directo do la 

inec;fofca ·.eJercida por' l.as · estructi.I ras adyacentes. Dos 

.ll!~bs después;\.1. t'trnold <4> ut.tU:za.f.:a9ileotosde sédula en.humor 

de. · ran~ y lo tra~splanta baJo la piel y. eri la cavidad 

de. ds:t.as, donde. tiempo dupués son invadidas por 
. . . 

Po"teri()rllÍente, remueve. los fra9111entos de. niédula y es 

· Cáp~z «{¡¡: estudi~I' i~s actividades !íe hs células q1.u~ migran hacia 

e.A LJunggren <S> realiza transplant.es de piel 

sbbrevlvsn por. días y se~anas en fluido 



ascítico. Más aún, 
2 

R,G Harrison en 1907 <6> desarrolla una 

t~cnica efectiva y simple que le permite transplantar teJidos que 

continuan creciendo y desarrollandose fuera del organis=o· En 

este sentido, los experimentos de Harrison fueron los pioneros de 

las técnicas de cultivo !.!! vitro, ya que hicieron posible 

transplantar teJidos vivos que fueran capaces de desarrollarse 

fuera del organismo. Sin embargo, estas tdcnicas de cultivo se 

habían desarrollado exclusivamente para material de anfibios, por 

eso H.T Burrows en 1910 <7> adapta las técnicas de aste último a 

organismos de sangre caliente y descubre además la utilidad del 

~1asma como medio de cultivo. Posteriormente, en asociaci6n con 

A. Carrel ce,9,10>, organiza el cultivo de teJidos utilizando 

di.versos recursos. De esta manera, con el desarrollo de otros 

tipos celulares en diferentes laboratorios del 111undo, la 

Íríf'ormación acerca de la naturale%a y desarrollo de las células, 

a~Í como de sus requerimientos específicos se. ve incrementada 

f.uertemeríte, permitiendo así, obtener poblaciones celuleres 

h~;ó.geneás que· pueden ser anal izad.as de forma relativamente fácil 

en>·. ambientes diferentes y cuyss respuestas y propiedades puoden 

· si¡¡r ineilida11 con mayor preciSión <11>. 

r..~:cuL rivo DE TEJIDOS HEHATO~OYETICO y LINFOIDE 

; .'-.El .cultivo. de · teJidos hematópoyét.ico y linfoide. ;;;;a hll 

;:ct>hvertido' en 1.1na iuu~ramienta m~todoiógicil muy i111po~tante para el 

··.~;~~~diÓ :de'' ios dJversos mecanismos que controlan y regulan su 
... : ,~~<:~/./-·:·,. ·~ \' ... ·.·- -··-, ;_ ', 

'1ist0gemesís <12h Por mucho tiempo fué prá~tic:amente imposible 
{·::>;· 

< ; • ¡,·,T.;~t:eni3r ~~P.la.ntés , de · estos . t~Jidos con las técnicas 

};\• :·~~:l'.érior.iiíént~ .id'e'sérit~s ·.Ya. qw1 n('J conservan. pt>r largo tiempo su 

.,:,._ ... ' <.~ .. :: .. ,>.··e 
'Fo.'~,>.-

'.~ ... 



capacidad de proliferacion fuera del organismo <12>. No fué, sino 3 

con el desarrollo de nuevas técnicas de cultivo que se ha 

con11eguido que estos teJidos conserven y manifiesten sus 

caracterfsticas biológicas in vitro. Así, el cultivo de teJidos 

hematopoyético y linfoide se ha convertido en un sistema 

simplificado en el cual se puede analizar sistemáticamente la 

acción de diferentes sustancias nutritivas, vitaminas y factores 

biolÓQicamente activos importantes en la proliferación, 

diferenciacidn y regulación de estos teJidos. Da esta manera, el 

cultivo de teJidos hematopoy&tico y linfoide es actualmente un 

modelo eNperimental bastante adecuado para el estudio de los 

proce$os celulares que incluyen tanto la cinética celular como 

los procesos de la participación celular hematopoyÓtica en las 

reacciones inmunitarias (12>, 

1.2 CULTIVO DE FIBROBLASTOS Y CELULAS EPITELIALES 

El origen y evolución de los cultivos de fibroblaGtos y 

cct'lulals . epitoliales esta basado pr.incipalmente en experi11entos 

realizados con líneas transformadas dt:t fibroblasto¡¡ y en menor. 

:~r.,8d()cdn línus de células epiteHaleii (13), Actuálmente, Htos 
'<~~ ,,.·; 

t · · ' ctiltivo111 se utilizan ampliamente no Únitamen~e porque se conoce 

i:,;> :( ·;~u·C:~o 1neJor su compo~tamiento y .evolucidn q•Je el. de· otros . ti~o~ 
:.·: ·/;~r'.<·. .. ·1 . . . ·-- . . . . . . 

~<:/ .:.· r¿~i"~üriu¡, .sino ~deniás,porque proliferen relati.vament,e mas fácil 

f\'ij? • ·, !]/~& tro < i::Ü.' Mnque e.1''tos cultiyos tienen. una caracteHstica en 
¡"·:,~::.~<,"·!·~-i:··~ .- ' . ' '' ' . ' .. '. . 

''· · · .~(j~~~'<üu habilidad· par<i adherirH a ,substratos co~o el vidrio y ;:, ,·• ·.,... . .. ·:·,· •' ·: : 

;.'' ~\ ,':s{erto15 plásticos>.. existen. diferentes caracter-Ísticas 

~~·;;:~j;;:;·IR~{f#~&g 1~cn.,'' ~~e los distin9uen; Los cultivos de células 

i;":; ··~ .. ' .ep'ft.eliales so éaraé.~eriz~n por formar láminas con célul.as. 
',~".~.r.:r·: 1; ... ·:. ·. · •. .. :! ;·:: .... 



4 

@ Clilu.la 
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firmemente unidas unas con otras y estas en r;urso de 

locomocidn es difícil que se separen de la lJmina (131. Por el 

contrario, los fibroblastos son incapaces dD formar uniones tan 

estrechas como las c•lulas epiteliales, ya que por lo general 

ellos ro•pen fácilmente con las uniones célula-célula y se 

caracterizan porque se mueven individualmente. Existen varias 

fuentes para obtener cultivos priaarios de fibroblastos y 

cdlulas epiteli•lesl los fibroblastos pueden ser obtenidos de 

tejidos aixtos de embriones o aniaales adultos, teJido conectivo 

•ubcutáneo, pulmón, bazo, Médula Ósea y san9re entre otros <13), 

Por sY parte los cultivos de células epiteliales se obtienen de 

varios ór9anos, pero coaúnmente de ri~ón, hÍ9ado y pulmón <14), 

lle tual111ente, los cultivos de fibroblastos y c:4lulas 

ep1teliales se utilizan principalmente en la investigacidn de las 

transfor1111aciones neoplásica$ !!! ill1'.!? < 13), en ol m•tudio de 

potenciale15 de e)ccitaci1fo a nivel de ae11brana (15) y en el 

estudio de la participación celular de estos teJidos con otros 

tipou celulares <16), 

1•3 .ORIGEN DE UIS CEltJLllS H€Ml'ITOPOYETICl'IS Y LINFOIDES 

Las ~élulH hitHtopoYfÍticH y linfoidns tienen un ancestro 

~¡)~íJn ti céluh precursora, 11 partir de la cual se oriQina tarito 

: '~ÍltniiJ• 'mielQide t;o111ó el linfoide (~ia9rau 1 > <17> • 
r . .. -.. ' . ·" . ····,.' .. ' .. -- . 

,.,1 . .-:'1> ,;-;· 
sidó 

,'; ·. ·.:. __ .· .. · .. ' ' . ', : , . 
identificada en el raton por Til l y He: Culloch en 

- ·'· 

' f961 :oa,19>~ qiJien111; irradi~;·bn los 
~- ''. ·<)~,. ·, -; - •" , . -

., oí:'asi<ln-~ndo : uri 'at¡~ti111ient.ó 

teJidO!i hematopoyéticos 

do los-células rmdogP.nJs de 
_,-.,_. 

~fi}q ;r sistt?ma. f'o!.iteri_odu@tP.,- ·al 

.;: ., ·:~.;_,:, .. :.};~~ 

~;,';~-{ :;~;>-:.\~,~ , . - :" 

5 



6 
coraprobaron quo se restablecía el teJido hematoyético abatido y 

observaron adem•s que se presentaba una migracicin dv las cdlulas 

inyectadas al ba~o. Al disectar el bazo observaron que se 

encontraban todas 1 iJS células de la serie mieloide 

(granulocitos, macrófagos, células rojas y megacariocitosl así 

como linfocitos T y B. A p~rtir de estos hechos designaron a esta 

célula pluripotentu capaz de originar toda la serie linfoide y 

.mieloide como unidad formadora de colonias del bazo CFU-S <por 

su~ siglas en inglés unity forming colony-spleenl. En el hombre 

existe una poblacidn de cdlula& mixtas CFC-MIX lpor sus siglas en 

colon y forminq cell-mixedJ, que cuando es 

apropiadamente estimulada, puede foraar en medio semisdlido 

éolonias que contienen todas la$ diferontos cJlulas de las l{neas 

mi~loides C20,21), Sin embargo, la presencia de una cdlula 

precursora con potencial para diferenciarse y autom3ntenerse no 

ha sido confirmada completamente!!! '!i!::!fl (22,23,24,25,26) , Esto 

lo demuestran los ensayos realizados por otros investigadores en 

101 que no se ha podido detectar a la c•lula precursora ~ds 

Se cree 1 sin e~bargo que los experimentos de 
•, 

i~epobhciÓn sarán e; laves para iduntifica1· a esta célula (29>, A. 

:ll,~~•rde~euo, el cultivo da est.011 hJidos !!!. U!::.!:.Q· ha permitido .. 

ct;iect•r U' presancia dCP los diferl\'nte& linaJes hematopoyÓticcis, 

~:~·{. como tambtfín di lucid ar la part!.c; ipacidn de algunos f¡¡ctores 
:· ' ' 

bio1ó9i_cós · nonc.ial eo en la regulación, proliferación .Y . 

:ORÍGENDÉ F:IBFlOl:!LASTOS Y CELULt\S EPITELIALES, 

tanto. de fibroblutos c;onío de cúlulo epit¡:Hfales : 



comienza en una etapa muy temprana del desarrollo embrionario, 7 

cuando el citoplasma del huevo fecundado se divide dasiqualmenta 

dando origen a células comprometidar. que desencadenan 

formacidn de los cuatro teJidos b~sicos y subtipos que sa forman 

a partir de ellos¡ (30), Los cuatro teJidos básicos son: al te,jido 

11pit11lial, el te,jído conectivo, ol t11jido 11füscular y el te,jido 

nervioso, todos ellos se originan an una etapa del dctsarrollo 

embrionario a partir de lo quo sa llama las tres capas 

germinativas del embrión (30>. La formación da estas capas 

germinativas comienza cuando el dvulo fecundado experi~enta una 

serie de divisiones <segmentaciones> y se convierte en mórula 

CFiQ• A y a Díagrama 2> (30), Las c&lulas de la mórula no tienen 

las mismas diuenGiones pues, como ~encionamos, la gran reserva de 

vitelo en el citoplasma del huevo fecundado est& distribuido 

deligualmente al dividirse para formar las células de la mdrula. 

L~s cdlulas de la mitad inferior obtienen abundante vitelo, que 

las hace parecer mJs voluminosas que las de la rnitad superior+ En 

,ésta etapa se dice que la mórula tiene dos polo~; las cdlulas 
J ' 

pequeÑas qui!!, rodean al polo •mi mal y lás celul.us vi telinns 111<41 

v(>~umin,osas conglomeradas hacia eil polo vegetativo <f'ig. C 

Poco después,las células de la pared m~s cercana al 

;' af'limal se ' tornan cada vez más pequeÑas porqtJe siguen 
' ' ' 

di'~Ídifsndos~,triás rJpidam~nte que las cercanas al polo vegetativo, 

:lo c•H'l,l Hta pafte de la bl;fatuia se adel9ua mucho y Í.eÑala, 

ectodermo <Fig D Diagrama 2> una de las tres capas, 

áif,fi~i~ati11all• Posteriormente, la pared de la blástub cerc:a del 
::,.'·' .. 
,polo, 'vegi:¡t.ltivo ,se invagina hacia el embrido en dt•sa1•rollo y 
·:."::·.,·.-.·. '. ..: . 

, :'é:'hn~i11rte en un re11e,stir.it&nto int,erno de ,•Jn t•!bo q•Je lle9ará a 

': :>~~,~,,,C'l :inÍ.Óstino <Ffq, E diagrama 2>. ,De est<i milnEna, se ori9in11 

:'''; 



a 

e 



el endodPrmo la segunda de las tras capa5 garminati~as. Poco 9 

tiempo después, algunas cdlulas pequa~as del tipo d•I polo 

animal originan la tercera capa germinativa, el mesodermo (zona 

sombrr>ada, Fig. f), En breVl't el ectodermo y andodu1·mo originiln 

la mayor parte del tejido epitelial, pero no del Lodo, puasto que 

una parta proviene del mesodermo. Este dltimo or1ginarJ a le 

mayor parta del teJido conectivo (de uno de sus subtipos, del 

teJidt' conectivo lm:o, provienen los f1broblastos). Finalmente,. 

el teJido muscular deriva casi exclusivamente da me;odarmo y algo 

de ettodermo y, por lÍl timo, el teJido nervioso deriva 

exclusivamente de ectodermo CJO), 

1.5 FACTORES DE CRECIMIENTO 

Los m•can1smos de accidn de varios factores qua regulan el 

e rae imiento y diferenciaci6n en cdlulas eucariÓticas son 

actualmente objetos do amplios estudios, Ya anteriormente se 

h~b(a demostrado qud los linfocitos activados producen cierta5 

sí.u~tancia'll biolÓgicam11nte activas llamadas l infocinas 131 >, entre 

l<JS que se encuentran al factor inhibidor de la migración de los 

ma.c r6hg os < l'l l F > , 

leucocitos .<LIF>r 

el factor inhibidor do la migración de 

factores 

a la prolihración do linfocitos (interleucina-2) y el. 

gl'an•Jlocitos <MOI >, Posteriormente, se 

cÚlÍJlas hematopoyéticas eran capaces de 

bi61Ógicamente •ctivas, .sino 

y células epiteliales, p.or 10 cual .Cohen en 1977. 

de e Hacinas para tod_o aque.l factor con 

produÚdo por: cualq•lier tipo dí! .célula <32> i 



/\ct.ualmente, se conoce una gran cantidad de cit.ocinas y se 10 

sabe que poseen una amplia multiplicidad en sus funciones 

biolÓgicasl lo mismo participan en la motilidad celular, que en 

ol crecimiento, la diferenciacidn y en las reacciones 

inmunitarias asociadas con procesos infecciosos y enfermedades 

inflamatorias, 

146 FACTOR INDUCTOR DE L/\ FORM/\CION DE M/\CfiOF/\GOS Y GR/\NULOCJTQS, 

El 110! inductor fisiológico de la p rol i fer.ac irin '/ 

diferenciación de macrófagos y granulocitos <por sus siglas en 

tnglJs Hacrophage and Granulocyte Inducer) es una citocina do 

. particular intéres, Estimula lp proliferación y diferenciación 

de . precursores hematopoydticos a la formacidn de macrdfagos y 

granulocitos tanto en el humano <33> como en el ratón <34,35,36), 

Se .sabe, que el HGI es una proteína que exhibe unu heterpgeneidad 

mÓlecular y funcional y que puede ser producido y secretado tanto 

PC)r c'lulas normales <37) COMO por malignas (38), Su peso 

t!ÍC)li;icular es muy heterogéneo pero parece que todos derivan de una 

23 000 daltones <39,40,41>, Ade111ás· se sabe, que 

inductores también pueden sel' glicoprotefoas aunque parece 

p .resencia de c:arbohidratos no es neceúaria para l\IU 

biol~oica <42). Asimismo, se satie que 111 producci6n de 

~~edo .ser ~adulada por diversos compuestos <43,44> y 

aigunas células que la ¡irodu.i:en conliltitutivHentc 

Por otro fado, se conocE1n. algunos regul,adcires 

~e~~ttvos df!'la'producci&n de est!it factor (31) y se. cree que esh 

'~o{i~ula puede ser un regulad~r d~ ,la producción de macrófagos 

gr'.~rilJlocitos inviv9 <49>. 

y 



transformada es activada a proliferar tambi'n produce este factorl2 

<61,62), Por lo anterior, suponemos que puede existir una 

relación muy fi11i1e entre p1·01i.feracídn celular y la producción 

del inductor de macrÓfagos y granulocitos CMGI>, Es por ello, que 

en el presente trabajo se utilizaron fibroblastos de pul•dn y 

éélulas epiteliales de riÑÓn de ratón para evaluar si existe 

alguna relación entre la producción de este fat.:tor y el nJn1ero de 

divisiones celulares efectuadas !.[! ~ por estos tipos 

celulares. 

Finalmente, para explicar la elevada heterogeneidad molecular 

del MGI, se podría suponer que existe uno para cada l!iituac:io'n 

fisiológica in ~· Sin embargo, creemos que existe un HOI para 

cada estirpe celular y no para cada sit•.iacidn fi5iold'gica, debido 

.,·que esto último estar{a en contra de la economía energética del 

organismo, Es por ello, que la Óltima parte de esta trabaJo se 

ént-ocó detar111inar el peso·molecular del HGI producido poi' 

fibroblasto!l de pulmón, cúlulas·epiteliales de riÑÓn, 111acrofagos 

inducidos a la. cavidad peritotieal y células de médul~ ÓHa 

· mur:inas, . para comp,ar,arlos c:on otros 110Is producidos i!J .~ e !.!!. 
:/.'~· cor.robor¡¡r de esta manera si existe o ·"º dicha 

<·.f>,ol' 1b~i~o7 se discute un . pasible circuito ' celular de 

rct~p~elStalJ 'e~tre lll~cr&f~gos, · c1hl.ihis epitelialGl~r ~ibr~blHtOs y 

.)( . '.'.~.-~1i1'as d~ ~Jd~;;, ósea • 
..,,,· 



II M A T E R I A L Y H E T O D O 

RATONES 

Se usaron ratones de 6-0 semanas de edad de ambos sexos de la 

cepa CD-1 co•o donadores de células de •édula ósea, de 

fibroblastos de pulm6n y de c~lulas epiteliales de rií:iÓn 

respectivamente, 

-coNDICIONES DE CULTIVO 

Las células de MQdula ósaa fueron cultiv1das en medio •Ínimo 

esenc.ial de Eaqle <ME> <Hicrolab, México> (Apendice 1), 

10uple111éntado con 10% d11 tuero dr. ceballo OHcrolab, México> 

pravi_ament.e desactivado a ,56°C dUNmte media' hora, mientras que 

loll fibroblsto1><y la~ c'lulH epiteliales ue cultivaron _en_ forma 

'í11ri41Clga pero con 10";-~e,1:uel'o fetal de bovino <Hicrolab, Mexico>. 

c:Últivo~ 11& Hntuvieron a un 10X de dióxido_ de 

atf!!ÓSfe_ra, a 37ºC y humedad saturaote a punto de 

rutinaria se adieionó al HE, l-0_0 mcq/ml de 

--- -1;~0 Ú/~l dipeni~iÚna G y 3~7 9/l de bicarbonato 

- la for~ación de 
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t1E1t_roit, USA> y ME -

utilizaron•• caJas de 



cultivo de tejidos de 60 x 15 mm <Pyrex, USA) C5 ml>I par~ lGs 

pruebas en medio liquido se utilizaron cajas petri de pldstic~ 14 

desechables CCrive, Duranqo Vela S.A. HJxico> C5 ml) y para la 

obtención de los diferentes medios condicionados empleadou en 

este trabajo se emplearon cajas de cultivo de tejidos de plástico 

60 x 15 mm (Costar, USA> (5 ml), 

CELULAS 

Los animales sie~pre fueron sacrificados mediante dislocación 

médulo-encefólica. Para la obtención de células de médula ós~a se 

utilizó una solución salina amortiquadora de fosfatos <SAF> 

Chpendice 2) para desaloJar el teJido medular de cada fémur. Esto 

.se· consige al hacer fluir ShF con una Jeringa de un extremo • 

otro del fémur. Las células así obtenidas fueron lavadas 3 veces 

con SAF por centrit'ugación C500q durante 3 111io>, desechandose el 

mob.renadante para final11ente resuspenderles en ME con 10% de 

1&u11ro de caballo. Loe cultivos se 111antienen por un período de 4 . 

. . dÍit11, para las pruebas ~n líquido y 7,d!as para los ensayos en 

.~9art, Para. cada eHperimento i>e utilizó un lote de c:élulu 

'/p
0

rti'~ertie~te de ~arios animal~s • 
. -.•,,·;· .. 
·1,·. 

:\~ara la .cibtenciÓn de fibroblautos de pul111:fo y da. células 

epit~iialH de rii:IÓn ~e humede'ce la piel · C:On alchol al 70% 
·',,\·-

. lli~rfidedor de la inci.sión y H extirpa el órqano utilizando. 

ptll1i~·s :v UJ~riÍ•.• Paré fibroblastos1 se hace una inc:Ísi&n v~ntrnl' 
.. \·>··'· ·-,--'.,i,<::;.,.· .. ' ', :, . 

rt~d .. ' ·~:;niv'lli ~1*1 t6ra~ y se ext.Úpa lo• pul11ones • 
,.-; .-(: :¡<~~- -'<-. :; ·- ~!:: .. --

. ., •'. ' 

Posterior-ente, el 

. . ,or9¡¡ino ·· es 1D.vsdci en S'1f para deapi:it'.<s 
. -:~.>~-~ '•' . ' 

,.·:··-

''·"' 

~f: 
cortado ·::in . 

· ·, de•9arramif1~to 
··'¡'''•'' ''" .. 

de.1 · .. te.Jido• en peque~o<.J pedazos ~e .3 

pedazos de· .. · pul~&n uon sómJatid~6 ·. s 

:-,.;,. 

f~lt'\ '· 

\ 



disgregacidn enzim6tica mediante egitacidn continua en· parrilla 15 

•agndtica, en un baRo de agua a 37~C, en presencia de colagenasa ~ 

<tipo IV, Sigma Chemical, Missouri. USA> a una concentracicfo de 

O.OSX en S~F. Posteriormente, se retira la solucidn enzim~tica y 

se agrega colagenasa fresca a la misma concentracidn, se agita 

nuavamente a la misma temperatura por 10 min. Todo el contenido, 

se pasa a tn111és de un filtPo de nylon pat·.:i eliminar el teJido no 

disgregado, las células a<;;Í colectada<¡¡ se colocan en un baPio de 

hielo por 5 min, para desactivar a la enzima, se centrifuga esta 

solución y se siembra con Mf. suplementado con suero fetal de 

bovino <SFS> al 10~ durante 5 días. 

Para la obtención de las cdltJlas epiteliales de riÑÓn iu1.hscon 

dos incisiones dorso-laterales, se cort~n los riÑones y se 

colocan en ca,Jas petri con Si'IF a 37' C quitandoles la corteza. Se 

hacen múltiples cortes lo más pequeÑo posible tratando de no 

desgarrar, todo el macerado se rosuspende en 10 ml de SAF y se 

pase a un matraz Erlen~eyer a9regando 50 ml de trip11ina <Sigas 

Chemic:al, 11iiiso•Jrir lJSi"I> el o,2sx en SAF, Se aqita en forraa 

moderada utilizando parrilla 11agndtica durante 10 •in en un baÑo 

de agu• a 37°C, se. retira. el sobrctnadante con Un'.! pipeta para 

~Ú~1nar cél~ln .Hngufoeas y 11e agrega nueva solución enzimrltica 

<C.urante 45 . . ! min • Posteriormente, se pasa el contenido a través de 

t'iltto de nylon c:on la finalidad de i>eparar el teJido no 

diillofegado. El tubó so cubre y se de,j¡, reposar a o•c durante 5 

p·~ra ,deuíc~ivilr ·la enzima,• Se elim.ina el sobrenadante después 

ce~trlfugar a 500 g durante 5 lllin Y h~ célula9 DSÍ otitenidH 
·- ·--·- . e• • ·. •• ' '. . . • :· :, 

siembran en HE ¡¡uplementado con SFB al. 10X durante 5 días. 

de 11scrdfagos inducidos cavidad 

se iiwech intraperitonealment.e 3 ml de ca11eina·i,o da 



sodio ([tifco Labs, 1 Hichigan, USA> al 10;( en S/'\F, Cuatro dÍa10 

despu~s 1 se sacrifica el ratón y se hace una incisión en el 16 

abdomen sin da~ar el peritoneo, las c6lulas de la cavidad 

peritoneal se obtienen, al inyectar 10 ~l de S/'\F y extraer este 

volumen, esta operación se repite dos veces mds, pero inyectando 

ahora 5 ml de Sf\F, Una vez obtenidas, las células se colocan en 

un tubo qua ha sido previamente mantenido a temperatura de 

refrigerador (4° CI para evitar que las cdlulas fagocíticas se 

adhieran al plástico. Posteriormente, las células se lavan 3 

veces con S/'\F mediante centrifugación a 500 g por 5 min. En 

general se siembran 6 x 1o•células en ME suplementado con 10~ de 

do suero de caballo, se espera dur~nte 1 hr y se elimina a las 

células no adherentes al eliminar el sobrenadante de las caJas de 

cultivo. Se agrega nuevo HE con suero de caballo al lOX y se 

mantienen los cultivos por 4 d!as. 

El procediuiento para la obtención de macrÓfagos reuidenteu de 

le cavidad peritoneal es el si9uientel primeramente se sacrifica 

el ratd'n y se hace 1Jn11 incisión en el abdomen sin dal'<ar el 

peritoneo, posteriormente se inyectan 10 ml de .Sf\F para extraer a 

.J~s t~iulas, ·10 cual se corisigue al remover este volumen de la 

cavidad peritoneal, Se repit.e est~ operación dos veceG más, pero 

·utilizando ahora 5. ml de SAF, Las célul811 obtenidas se 

'• ' ···"·· 
en un tubo que previ1111u1nf.a 11.e ha mantenido a 4 ° C 

.·.~vitar la adherenéia. de las dlulas fa9o~Íticu al .PllÍ1t.~co>, 
. ~' ·_ . 

.... ••····· 1i~~terior11ente .. se lavan 3 veces .en. S~F a 500 g por 5 
·,· ;'; :;;_:~·- '. ',- _,--j : ·-· .•• 

mino Se 

isi~mb ran 6 xi.ó .. c6luias en HE süpl9110nt.ado .con 10:>! do 
'. ,. ' 

suitro de 

se i~~uban a '37°C y se espera 1 hr para ~H~inar a la1i 

no adherontu. al retirar el sob renadante .de.la caJa de 

SEt . agrega nuevo HE· suplementadi;; con lO::t de suuro de 



'i-

-·. > , ,. ·-. 
: ... J.:::· 
···.:.: 

caballo y 100 microlitros <mcl) de una solución de 1 microqramo 

(mcg) xml de lipopolisacaridos de paredes bacterianas en SAF y sel1 

incuban por 4 días a 37:'c, < · 

HEDIOS CONDICIONAitOS 

Los medios condicionados utilizados como controles positivos 

en este trabaJo se obtuvieron al colectar el Medio de cultivo 

condicionado por 6 días, de cultivos tanto de f~brobsstos como de 

células epiteliaíes en la resiembra uno (Rl>. 

Por su parte, los medios condicionados tanto por macrÓfagos 

inducidos e la cavidad peritoneal como los condicionado• por 

célula• de médula Ósea en presencia de medio condicion•do por 

fibroblastos (6 d!au Rl>, se obtuvieron el cultivar macrÓfagos y 

c~lulas de •¿dula dsea por S días en presencia de 2 ml de medio 

c:ondicionudo por fibroblastos y colectar después de estll 

P•r!odo el medio de cultivo, 

, El medio condicionado por mac: rófagos reddent111 de ls cavidad 

peri ton.a~ H. obtuvo después de cultiv•r por 4 días 111acrdf8go11 
'. ·~ . : -

're~td~nt•'• con 100 nici' · de una !iolución de 1 mc:9 x ml d'e 

ÚP.opCIÜ.s11c:11r.iélos de paredH bac t.erhnas. 
~· ... . . ' 
' Un.,a vez obtenidÓtL los iledicis condii::ion11dos H guardaron s -4 o. 

e h11Í't;1 .u uÚ lix.•c i&n • 

. hiiiil el ~rlJ~yt)'de indUC'.clóna la fQrma~iOn' d.e éoloni11~ H U9iÓ 
' ,,.-.. · ... -··:_-- ·-,·-:,-· 

l•i. ttltcnice' de dÓble c:llp~ en· ll~ar (~4i&5'>; ·Il~eve~enta, .en Una c:aJa · 

:~~ c:u1~1So·· ~o: í.ot>'r'eiiclnen.•do5. capas do. aqar, una primera capa ai 
,';~·-':;/-' 

'.'-.' ~' ·-. ,,_, 
,,,. -;~}i -'<~·:· .·,' .... _. 



0.6~ en donde se adiciona el medio condicionado a ser evaluado y 

una segunda al o.Jr. con aproximadamente o.s >< 10 células de 18 .. , 

médula 6sea. Después de 7 dÍas de incubacion, todas las 

agrupaciones celulares <colonias) de más de 20 cdlules se 

contaron usando un microscopio invertido. 

Para las pruebas en medio líquido se sembraron ax 1o•cdlulas 

de médula Ósea y despu~s de 4 días de cultivo, las células se 

retiraron del su1i1trato despué's de lavar con ShF a 37 • C y 

removerlas utilizando un 9endarme. En los conteo1i1 se utilizó 

namocitómetro y contadores digitales <hmbos de Clay-Adams, New 

Yorll USA>, 

TECNICA 9IOOUIHICA 

Para la determinaci&n de los pesos moleculares reportados en 

este trabaJo, "'º utilizó la t6cnica de cro111atograffa de exclusión 

·mol•cular (fiitración en gel), Se empleo Sephadex G-100 <Sioma 

ChHital Co, Hiuouri USl'I> como matrix y Tris - HCL (pH 7,4) co1110 

eluyente. Do& ni.l de los medios condicionadoi. por cÓlulas 

célUlH de 'it~Ht1iales, fibroblastos, 11111c_r6fac;¡os inducido¡¡ y 

''.:,,: i~~dÚla: Ó11ea s&' lee hizó cro111stograffa por separado, utilizando 
'.,-~·;:·- .· .. , ' 

:.-· ·." :1Jil~a,colu11na de,90x 2!5cm <Pharmscia fine chemical, SwedenhSe 

~:''.,;,: ~ .-;~iectaron 100 fracciones de. 4~5 1111 en cada caso y parlt los 

?K.'~ :·:~·,.:~y~olí biol.óoiÍ:os <hnto en aoar como en I{quido> se utilizaron., 

;~fÜ/,_';:, ;,:~¡;icu~t~s·dfJ ~;s·ml d~ cada· fracci6n • 
. :!..t:...~· ·r¡,·¡ . ., 1:.' -

~$¡:,f! ,;,: dizu l· ' dext rano 

'.''iic;; .(: .. ~i<~l•.is:l.dn ·· <421 ,79 .'ml > y trasfei'rina <PM"-' 79 ooo d >, ovoiil'lbÚarina 

; '~{#tt~ 4; oóo;d>, media he11oo;obina <PH= 32 ooo d> y citocrooio e 
',•. 1,"; ._. 

utilizó par<¡ determinar el volumen de 

;,';<~~¡',;; H,700,d> 
- ~~ l '!. 

_pr!Ítefo~s de pes~ 111olecul¡¡¡r r.onocido para la 



curva p•trón de calibración (Fi9. Bb>, 

proteínas fué aiempre leído a 280 nMo 

V~RIOS 

El perfil de elYcidn de 

19 

Todas las sustancias bioquímicas provinieron de Sioma Ch••ical 

Co. Hiasouri us~, a menos que se especifique otro orioen. Todo• 

lea pruebas se realizarón por duplicado, en dos ensayos indepen

dientes de experimentos diferentes. Se incluyeron controles 

negativos (sin inductor> y positivos <con inductor) en todos los 

experimentos. 
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DETERHINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE LOS MEDIOS 

CONDICIONADOS PARA LA INDUCCION A LA PfiOLIFERACION DE CELULAS DE 

MEDULA OSEA. 

Con la finalidad de determinar la concent1-aci6n Óptima pofiible 

productora de un efecto prolíferativo en precursores mieloidos de 

granuloc:itos y rnacrófagos, se utiliza1·011 metil.,>G qua. T'1.11H'C1n 

condicionados <HC> d•Jrante 6 días por c6lulas de cultivo en R1 

tanto de fibroblastos como de células epiteliales. Al utilizar 

12, 25, 50, 100, 200, 500 y 1000 microlitros <acl) de estos 

medios para inducir a la proliferación a células de módula ósea 

tanto para las pruebas en agar corno en líquido, se obtuvo' que 

aunque peque~a, desde los 12 mcl había inducción a la 

~.rciliferacidn <Fig, 1 >. Sin embargo el 111áximo de actividad ti& 

detectó a los 500 mcl. Ya al que utilizar 1 1111 lB actividad ctra 

la misma. 

DE LA CINETiéfl DE PRODUCCIONDE HGI TtlNTO. DE 

fÜÍ.ROBL¡i\STOS COl10 DE CELULl\S EPITELIALES, 

. :.Para conocer la· c.in~Üca de. p.roducc idn ·.de · tlGI duNmte la · 

; . ,,·,Pf~iiferad.on in vHro ·de fibroblast~s y c6lula~ epitelhlettr .'se 

.:~., l.it.i.lizaron cúitivós en la ~e~iemb;a n.ómero 2'(fi2)1 p\ie~ supl111iiio~ .' ' 
·1'.'. -~·-·~ ,-:·:..:·.'''i.-:;/«-,···_ '·· : ... ' : .. ' . . . .. - . . 

población celular era. más homó.;ienea que en lcis ·cultivos 
'··. 

'.X ' p;fü.marios y menos aiterada.q•Je en r1Hiiembras ¡¡ósterior~s <Fii;¡ ¡ 

\, '; 2);¡-. Se sembfá~~n ·~.7:d0~ fibroblastos y se colectar.on los Rtlldi.011· 
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condicionados OIC) a los 1,4, e, 12r14 y 16 días, análogamente se 

sembraron l .5>:10· cÓl1Jlas epiteliales y se colectaron los MC, a 

los 1,4,0,11,14 y 17 días, como fuente de MGI, t'11Jnque en los 

ensayos efectuados en agar con el MC por día, se detectd una 

actividad de HOI, esta flJ' muy peque~a, y no fud sino hasta 

cuando se ensayc5 el MC por 4 dÍas cuando se detoctd una inducción 

más significativa, esta inducción aumento linealmente hasta el HC 

del dia 14, manteniendose semeJante cuando se utilizaron los HC 

de 16 y 17 días (fig, 3 y 4), Por otro lado es interesante hacer 

notar que fu4 justamente en los d{as 12 y 14 cuando los 

fib~oblastos y las c•lulas epiteliales respectivaraente, llegaron 

a saturación, 

Por otro lado, para evaluar el ndaero de divisiones celulares 

necesarias para la produccidn suficiente de MOI para inducir la 

fo~•ación de una colonia !.!? Y.!J:.r.2.• se utilizó la fórmula 

NDcol=Dc/A~No<expCkt>-1>/A (Tabla 1). Se encontró que era 

·necesaria aés del doble de divisiones de fibroblasttis (5143) para 

producir la miHa cantidad 'de HGI que el de c~lulas epiteliales 
•· 
<·239.<\), lo cual indica que una c6lula epitelial es capaz de 

·:generar: aproximadamente el doble de HGI que un fibroblasto, 

. i'ld···~·, _encon~ramo• que mientras los cultivos se acercan. mis a la 

.. , .• 11.túracidn el · número de divhiollH celulares necesarias. para 

p~cidudt una colonia aumenta C:onside!'ablenumte. <3717 para célulafl 

· é:' ·~~iteliales y SS07 pará fibrobl.ilsto's>. 
>:\'. .. ·:·:." 

"<:_·\·-: .. ~·.:. 
SF.ECTO: ' Pf!OUFl;RllNTE SOBRE fl.BROI!LllST os '( éELULAS EPITELIALES DE 

'._,-:_:...:_>-

:~.:,:·:'; ... :·· -./>H~b.JQS: CO~DI~}.ON('DPS· P_QR H"9RO~AOOS.: ESTlHUL.ADO_S .CON LPS • 
' '' ~. . 

!llll había determinado que tahto los : fibroblastos 
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27 como las c•lulas epiteliales eran capaces de producir un inductor 

de proliferacidn de macrdfagos, se procedió a corroborar la 

observación de que, por su parte, los macrófagos son capaces de 

inducir a la proliferación de éste tipo de células. Para ello, se 

utilizaron lipopolisacáridos <LPS> que tienen la propiedad de 

estimular en general, la función secretora de los mscrófagos, 

por lo cual se agregó LPS a una concentración final de l mcg/ml 

a monocapas de macrÓfagos residentes de la cavidad peritoneal. El 

H.c producido por ellos <HCGR-LPS> en 4 días se a9regó en un 407. a 

cultivos saturados de fibroblastos y célulás epiteliales parB 

eval11ar el número de células 5 d!as despud's. Asimismo, !>e realizó 

una-·éolecta de HCs a las 3,6,9,12,33 y 124 hrs con la finalidad 

.de determinar posteriormente, si existia una nueva liberación de 
1)u1.-, 

MGI por parte estos. Observamos un incremento en el ndmero de 

fibroblastos <20r.> como de células epiteliales <25X> <Fig. 2), 

respecto al número de célulai; uxistentes al momento de ai;¡regar el 

~HC0R-LPS. Para deter111inar si este aumento era pl'ovocado por el 

HCeR-LPS o por al hecho de haber agregado nuevo medio de cultivo, 
. . 

se·. evaluó e~. l~s mismas condiciones, cultivos a los ·q~e.se les 

'cambio el 40X. de su medio. Se encontró que aunque ta•bién provocó 

: aumenté> . celular· este. · fu~· si9nificativa&1entc menor al 

con el MCGR;..Lf'S ÜO y 12X>, 

·rIEHPO QUE ThRDt'I U~ll CáULt'I EN lNHIBICION POR. 

'ili . una celula en inhibición . por éontactci 

de:sint6sis de novo d~ MGJ, 6 si est• s~ 



'_::,,·· 

encuentra almacenado para su liberación, se procedió a efectuar 
28 

una resiembra de fibroblastos a alta densidad (1x10"> y colectar 

los MC a las 3, 6, 9, 12, 31 y 124 hrs. ·se encont.ró que no era 

sino hasta cuando se utilizó el MC por 6 horas, tanto en cultivos 

en lÍquido como en agar de médula 6sea, que se presentó una 

inducción a la proliferacicin celular. Esta induccidn se mantuvo 

constante hasta cuando se utilizó el HC por 31 horas y no fué 

sino hasta que se utilizó el MC por 124 hrs cuando se detectd un 

aumento significativo de dicha actividad <Fig, 5), Dado que, se 

utie que in ~ la méxima libet·ación de MGI ocurre a las 3 hrs 

después de un reto endotóxico y en nuestros resultados no se 

obtuvo sino hasta las 6 hrs supusimos que este retardo !!!. ~ 

pu di He ser debido al tiempo que t~rdan las c'lulas en 

recuperarse del daÑo enzimático y de adherirse nuevamente al 

· su.'St.rato de cultivo, es por ello, quo se evaluó la actividad de 

HGl en loa MC colectados cuando se induJo a proliferar a 

··· f'ibroblastos mediante HC<.tR-LPS, Encontramos una important11.0 

'<t.nd~ceión a la proliferaci6n adn desde cuando se empleó el_ MC por 

"·i tirs, est<l induccidn s~ incrernentó con el de 9 hrs en IJll sox, 
, .. '• ' 

p~r111ar:iec1endo cohstailt.e has.ta cuando se utilizó el de 31 hrs, 
.,·~··~·. : ::>' ' "·i ·; 
, ,; ••-,. ,pá~a l,1,1eg~}'_u111entar_.inipórtantement.e con el de 124_ hrs <Fi9, 3 y 

'',/•" \.~>,<.E:~ dons~ciJ•nc·~a, .11~est~os re'sul tados indican que las c:é1ui.as 

ef:i· rep6s~ almacen~~ HOl E!l cual es, qberado casi inme!liatemente .. ,, 

:ji'': '. ~r ~~~ent~ ·de 11er eÍltiJÍIUia~as a prolifél'~l't 
.···,, 

· ·:r.-- -~·,_ :i, _:._-~E-~~RHz.NAC:·:io:N ~DEL · ·1101 INTRllCl'tLULllR DE CELULllS . EPITELIALES EN. 

de 
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confluentes son capaces de secretar HGI antes de 3 horas de haber 30 

sido estimuladas a proliferar, se procedid a determinar la 

presencia de MGI intracelular en cultivos confluentes en reposo. 

Para ello, se lisaron en 1.a ml de HE, 1x10" células 

epiteliales de un cultivo en inhibición por contacto, mediante 2 

periódos de congelación-descongelación en nitrdgeno liquido, 

seguido de 30 seg de agitación vigorosa en vortex, despuds de lo 

cual se congela la muestra así obtenida a -20ºC hasta su uso. Se 

emplearon alicuotas de 200 y 500 mcl en los cultivos en agar y 

400 mcl para los cultivos ~n medios líquidos. Encontramos 

actividad inductora a la formacidn de colonias en todos los 

lisados, al usar 200 mcl se obtuvieron 2 colonias/10s células 

.mientras que 4 colonias/10s células para cuando se utilizoron 50C 

mcl. En medio liquido, en los cultivos con lisado se obtuvo una 

población de 3,7 x 1o•células en comparación de sólo 2.a x 10~·en 

los. C•Jltivos control, Es interesante hacer notar que el resultado 

obteni~o en medios iiquidos, fuJ muy semeJante al encontrado 

é.uando se •Jtilizd el MC durante 3 hr!i dei;puás de la estiaulación 

. a la proliferaci6n de c~lulas.en saturación en un plato mantenido 

l•s mismas condiclones de cultivo. Finalmente vale la pena 

qr,Ul'Cl.lando U.Üli:zamos el lisa.do proveniente del cultivo 

5 días después de adicionar el HCOR, se obtuvieron · 27 

:~oloni~s/105 células' y 3.6 x 10" e1hu1as. Las células epH.elia~~s 
~i>ta ~eglJnda iohibiciÓn por co~tai:to trinian 1><10• célulás. ,en 

, de l~ primera irihibir:ión. 

LA SSCRECiON DE HGI POR Mr'lCROFt'IGOS PEAlTONEALES 
: .. ;! . . 

'i NDUClllOS; MEDil\NTE EL. MEI•IO 
... - -. 

CONDICIONhDO POR 



Tomm1do en considvrdL1dn que los fibroblastos ¡¡¡ !JP1' 

estimulados a proliferar secretaban 11n MC rico en HGI, se 

procedió a activar a macrdfagos peritoneales mediante este HC 

para determinar si eran capaces de secretar nuevo HGI. Para ello, 

se agregd un 40Z de medio condicionado por fibroblastos <MCF> <6 

d{as, R1) a monocapas de macrófagos, tanto inducidos como 

residentes por espacio de 5 d{as. Aunque estos medios registraron 

una actividad formadora de colonias mayor que el negativo y que 

los control~s de macrdfagos sin MCF, '•ta no fue mayor que la 

encontrada en los cultivos en los cuales se utilizó MCF, En 

consecuencia, no se pudo determinar si el MCF induJo a la 

formación de HOl de macrÓfago, por tanto se creyó conveniente el 

realizar una cromatografla por ~eso molecular para determinar si 

aparte del HGI de fibroblastos existía también uno de macrófagos. 

DETERMINftCION DEL PESO MOLECULAR DEL HGI DE FlBROijLflSTOS, DE 

C~LULllS EPITELIALES, DE HACROFAOOS PERITONEALES INDUCIDOS Y DE 

CELUL/IS DE HEDlJLll OSE/\, 

Una vez estab.lec ido que una célula al ser estimulada 
' ~, - ' . 

· llroli.f-errir produce MOI,. y con la finalidad de detiuminar si cada 

31 

~sÜrpe celÚi~r produce un solo Upo de este factor, se procedió 

.;".: ,.. .~~ ;~~~llJar 1011 · pésos moleculares del HGI proveniente tanto de · 
,;,)~'.= ' '~ 

'.S\:·.:t'; g6iJla,s'l!'piteliales, como de fibrobia~tos. Por otro lado, para 

·s.<::: .. >.>.oa~t~~!".·.· ... 1.· ... r.· .. ª". 
t,:·~~~~i(;:- ;~/ "< (·' . ~ 
~_',~/< ., •:pÍ'OÜféfS'I' 

;f~;r;:; ·~: p~,~~;· ·~cil~c;il~rei&' t,anto de m'act•clf.igos inducidos a' la c:<1vidad 

'~ ... }: < •/ p¡¡ritoneal,; como .do Céluliis d.e médula Ósea, .4 .d fas de;,p•)ds. de. ser 

si una célula mieloide al ser estto11Jlad11da 

c:on H~I·~roduce un s~gundo HG:C se. obtuvieron . los' 



coc:ultiv11dos c.:on HCF. Dos mililitros de cada MC 
32 

fueron 

cr~matograf1ados por tamizado molecular en una columna de 2,5 x 

90 cm utili2ando como eluyente Tris-HCl, pH 7,4 a 4°C en Sephadex 

G 100 como matri~, colectindose 100 fracciones de 4.5 ml, Para 

los ensayos biol&gicos, &e usaron alicuotas de 015 al de cada 

fracción tanto para la técnica de bicapa en agar como para la de 

proliferación de células de médula Ósea en liquido. 

·Los picos de actividad correspondientes al los diferentes HGlf 

fueron de 72,000 daltones para fihroblastos !Fig. 6), 21,000 para 

·• célt.tlas epiteliales <Fig, 7>, 72,000 60,000 >' 35,000 para MC por· 

macrdfagos inducidos. CFig. 8 a y b) y 12,060 47,000 y 21,0000 

;para el HC pcrcélulas de m~dula ósea CFig, 9), Nuestros 

·resultados indican que el MOI de fibroblastcs es diferente al de 

c6lulas epiteliales y que al inducir a macrÓfagos 8 pi-olifllrar 

pro~ueen a su vez un MGI diferente al del inductor. Finalmente, 

11e encont.,ró que al estimular células de 1ufoula Ó!lea a pi-oHf'erar 

más de un MGI nuevo. 
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IV D I S C U S I O H 

El inductor de macr6fagos y Qranulocitos <MGI>, o factor de 

formación de colonias <CSF>, ea un factor ampliamente estudiado 

entre los que regulan la produccidn de cdlulas blancas· on ol 

organismo. En este trabaJor presentamos evidencia& de que el 

fen6meno de proliferaci6n celular va lntimamente ligado a la 

producción de HGI, puesto que siempre que existía una división 

celular se detectaba secreci&n de MOI en el medio do cuLtivo. 

Hasta ahora, otras investigaciones habían arroJado un panorama 

muy heterogéneo en cuanto al tipo de célula que produce MGI, pues 

.se encontr6 que algunas lfneas celulares co1110 cierto5 6rganos 

producen este factor, mientras que otros no. En consecuencia, no 

se sabía con certeza que tipos de celulas y en que condiciones 

producian MGI. · NuHtro traba.jo pretende contribltir a esclarecer 

este punto al dar datos que indican que cualquier céltJla es capaz 

d.e . p raduc ir . este factor, siemp_re y cuando se encuentre en 
. '": . 

pfolit'~ración activa •. Creemos pues, que la falla ·de el9u11os 

a1,1tores p.iiN1 detectar HGI en stJtt experimentos, '110 débiÓ 
. . . 

11 que las células estudiada~ no se encontraban en 

qüe., demostrar la .·generalidad de nuestros 

·~· ...... ~ ;,. f~lill!ltados, •pe)'~• el' hficho d.e que toda, inYelitii,¡sciÓn con lÍOeH 

1:;1:".;,, •c:J1ulcl~es efectu~~o'a l~ fec:h~ ha dado un .MGI, Pi)rece conf'irHr 

fi;Ps> inü'eístra teor,la. ,Los re&ultado9 Qbtenidos, indican q1Je siempre que 
J~-:~· .:-~. ~ . 

. _.·. 

38 



exista una diYi»iÓn celular en el or9anismo, debe de haber una 

producción de macrÓfagos y granulocitos a traY9s de la 39 

participación del HGI, Creemos que esta suposición es lógica, 

pues nuevas células uanguíneas deben de estar presuntos al 

formarse nuevo teJido, para que de esta manera todo el organismo 

funcione adecuadamente. Como en el organismo se encuentran tanto 

c~lulau epiteliales, como sanguíneas en proliferación abundante y 

continua, suponemos que se debe de producir •Jna cantidad 

permanente de HGI, la cual sería responsable de la constante 

producción do ~acrófagos y granulocitos asegurando as{, un 

sistema de vigilancia contra cuerpos extraÑos. 

Cuando un organismo os expuesto a la invasión de anti9enos que 

han logrado librar la barrera epitelial por alguna lesión de 

dl~o tisular, el pri111er t&Jido en re1!>ponder o'll el epitelio el 

cual se divido parv regenerar el daÑor trayendo en consecuencia 

una .produccción de HGl. Si el daÑo tisular involucra capas más 

intornas y hasta dr9anollr los fibroblatos de $&nera Gi•ilar 

actuarían produciendo una mayor cantidad de este ~actor, Esta 

·produce.ion de HGI tnerú c:oao consecuencia la producc:ié:ín de 

n1utvo11 leucocitos que acudirán al luqar de la infiltración para 

·c~Ílll>ati r a losi cuerpou &)(tral'.fos. Hemos encontrado, que las 

. ·,.ol1küla1 de tla:t de uno y otro tipo celular sc.n de PH distintoaJ 
.:·:, ; .. ·.> ~. ., . . :'.· '. ,· . ·, ,' . .· .. ' 

1,• 1110.lec1Jla produdda por epitelio es mucho llÍ<ÍÍl pequofla; pero de 

·~nil<.ir1ta· efectividad ~n co11ÍpaN1ciÓn con la de fibroblaatQs que es 

y menos · efacti'va. Pensemos que evolutivaaente, el 

' o~iJ',n'isillo a selecc.ií:lnado niolckulu do distinta pcit~nciaUdadl un¡¡ 

;.~~.ééu~~ de bajo c~r-it1:1 erier~gético y muy pot,en.te com.o la produc:ida 
<1 

i>~I' epitelio; q~e.aé:~u¡¡rl~. cni inl!ledlatamente, púe; es la piel 



el organo que est~ mas expuesto al medio ambiente, y otra 

mol~cula m~s pesad~ y menos efectiva, 
. .JO 

producida por fibroblalos 

no siempre impuestos al medio amb1ente. Sospechamos tambirn que 

1Jna célula epitelial produce 1 mas MGI que una célula 

fibrobl~stica, pues la primera tiene mis volumen celular y la 

•orfología en cultivo i!). vitro es de láminas mientras que los 

fibroblasto& tienden a formar fibras y a unirse en delgadas o 

finas formaciones, 

proteÍn~s. 

tendiendo las c6lulas a contener ' mas 

El hecho, de que disminuyó la producción de HGI al acercarse 

tanto los cultivos de fibroblastos y c~lulas epiteliales a 

saturacidn <inhibicidn por contacto> <Fig. 3 y 4) indica 

probablemente quo una información de sociedad de células fué 

transmitida para deJar de producirlo. Podemos explicarnos éste 

'ralentando' en la produccidn de HGI cuando las cdlulas llegan a 

la confluencia, en base a nuestra idea de que sólo las cdlulas en 

proliferaci6n forman mol&culen; de HGI • 

En nuestros resultados, encontramos que cuando las c4lulas 

lleQ,aban a saturación mantienen 1m su interior una cier.ta 

t:ant..iderJ de. HGI, prob&blemente producto de la Úl ti111a divhiÓn de 
··. ' .. :.: : I . ..· 
cad~celula. Es interesante deterginar si el HGI no secretado por 

. e~t~~ ·c6lulfiis ~n confluenc:h permanece dentro de ello aguitrdando 

:eY ·~(lftittnt~ de liberarlo, da.do q•Je esto implicarla que la mayor{a 

di!"_ i1a~· C~l~la¡¡ de nuestro Organismo al encontrarse en un Htado 

de; .. nó ~r~lif'eracidn guardartan una reHrva de MGI dispuesta . .a nr 

"~~ . . 

:;:' .· ·'lil,~r~•' que á1e91Jrarla una' r~pida respuesta !l
0

in necesidad de 

a- .. ~n·· nuevo ci¿lo de pr~liferación celular para 



garantizar una suficiente cantidad de este factor. 

En este trabaJo, encontramos que el MGI intracelular puede 41 

liberarse tanto al resembrarse las c6lulas en inhibicidn por 

contacto a bo,ja densidad par¡¡ qtJe proliferen n•1evamente, co110 

cuando se cambia el medio de cultivo por un medio nuevo solo, o 

suplementado con un inductor a la proliferaci6n de fibrobla~tos o 

de cdlulas epiteliales <FPF y FPE> lpor sus siglas en ingl~s 1 

Fibroblast Proliferation Factor y Ephitelium Pral iferation 

Factor, respectivamente> proveniente de medio condicionado CHC> 

por macrÓfagos residentes al ser estilllulados con 

lipopolisac~ridos de paredes bacterianas CMCIR-LPS>, Cre&roo& qut 

los mecanismos de accidn a la proliferacidn de las cdlulas, que 

se ven puestos en marcha ante est!mulos externos como éstos, son 

los que ocasionan la liberación del HGI almacenado~ puesto que 

detectamos una liberacidn de este factor a las 3 horas, el cual 

llegaba a un má>:imo a las 9 para mantenerse constante por aís de 

24¡ lo cual no sería explicable por una sintésis protelnica de 

novo <F!g. 3,4 y 5), Encontramos que al utilizar HC&R-LPS habla 

una liboraéicfo ·significativa a las 3 horas, pero que l:úai1do se 

~l método de resiembra no se presentaba 11ino hasta las 6 

Suponemos: que lá tardanza en liberar HGI 1i1N1 consecuencia 

.... daí!l_o oca.donado .a los • fibroblHt0111 por el . tratamiento 

> •··. : -~~~i~iíu~o • utili2:.ado para despegarlos del sustrato antes de ser 

· :r~il'Íft.b!:l!do,S, Es.• tnteresélntlil hacer notar que las c&lulH 

... ·~; :P·f~~~n:i~r¡tes ci~ tina ·r~sie~bra tarda~on ~proximadairlente J hol'H. en 

.\'~ .. ~,. . :_, ·;·- ·.~ ,, 
!;'.:¡\:;<sdÍier.Í,rs~· al.· n~~Yo s'ustrato de cú1•,ivor que es JustHente el 

.. , ... '. -·_: . .:,·· ... · -·:·.;)>,-··--;: . _; ', ... :'/'.:: ._·-. -__ '.."'' ·-.:·::-·: ~·-' '.: '·' ,;_. .. ,· _,:_ ~' ' ·-:. ·,, - ' ' .. :.' 
h'': ·:,tj,)!mpo, :que .. tal'.'d~ri-Ae mas.en li_berar ·su .HGl; respecto al de las 

~);,,';:-'.~~far~~~ .~uefu!l~ori 't.nducidas a proUfe.rar ·por MC&R-LPS. TambiJn 
~;< . .'/':~ 



es importante resaltar, que en los cultivos en presencia de HC0R-

LPS se encontró una segunda liberacidn de HG! e los 5 días 42 
de 

cultivo. Siendo que para este tiempo ya habla una nueva 

proliferación celular, consideramos que esta nueva liberaci6n del 

factor corresponda a una nueva sint6sis resultante de un 

proceso de división celular. ~ vivo el suero de ratón prusenta, 

después de 3 hrs de un reto endotdxíco, una gran concentracidn de 

HGII la pregunta es, si no puede sinteti;?arse una proteína en 

menos de 3hrs dado que la fase 6 del ciclo celular tiene una 

duración de 5-6 hrs, como es que el suero contiene tal 

concentracidn de MOi?, En consecuencia y en base a nuestros 

resultados, creemos que el MGI detectado proviene de una 

liberaci6n de este factor por c6lulas que fueron estimuladas a la 

proliferación por la endotoxina. 

Urio de los HGis m•s estudiados corresponde al obtenido del 

medio condicionado por pulmones de ratón después de un reto con 

endotoxinas. Esta moldcula tiene un peso molecular de 21,000· 

daltones y ha. sido purificad• a heterogeneidad <57), Si to~amos 

en con~ideracidh que el medio condicionado por pulmdn nece9ita de 

de dos dÍas para la meJor cosecha de MGI, entonces suponemos 

·esta molécula no es product'o de almacenamiento, sino cíe nueva 

Si tomamo~ como cierto que una c•lula al 'dividirse 

~or •.. entonces el reto e~dotdMico debe de producir una 

a la Prolif'eraci6n de algún tipo celular. Siendo 
• . I .. 
e.s un o~g.;ino compleJo el cual contiene gran 

·. c4~úhs, seria :RIUY difÍcil d~tarminar de c•Jal de,> 

.la sec~eci&n de este factor, Sin embargo~ es de 

. Í1Gl provenga ya se.a del macrclf'llgo alve~la1·1 que 



es la c6lula que primero entra en contacto con la endotoxina, o 

de otra c6lula que se encuentre en grandes cantidades y que de 43 

manera indirecta sea inducida a proliferar por la presencia de la 

endoto~:ina, Como ya se ha determinado que los macrdfagos 

alveolares activados con LPS no producen MGI (63), entonces 

creemos que la interacción de un macrÓfago con la endotoxina 

produce factores capaces de activar la proliferacidn ya sea de 

fibroblastos, o de células epiteliales las cuales se encuentran 

abundantemente en el pulmón, El hecho de haber obtenido una 

inducción a la proliferación de fibroblastos y de cÓlulas 

epiteliales al cultivarlos en presencia de MC~R-LPS parece 

corroborar nuestra suposición <Fi9,2>, Ahora, siendo que el HGI 

de fibroblastos es de 70,000 daltones, era de esperarse que las 

.células epiteliales sean las que produzcan un MGI de 21,000 

daltones, lo cual es confirmado por el peso moleculsr obtenido en 

este . trabaJo a partir del medio condicionado por 

epiteliales. 

célulH 

· Nuestros resultados muestran que las célulllS epiteli"'les 

.tienen •.in tiempo de doblaJe. de 94 hr, que es liqeramente 111ayor 

de MGI por 

:1; :'. / que el obtenic:lo para el de los fibroblatoli de 96 'hr. 

;,;~"'· . '..~~¿~n nuestros·. datos, . tene111os que la producción 

'.f; «' f'l~r~blastos ru6 la rnit;Jd iJel p reducido por célu.ln epiteliales 

;;.·:;ifi> ?1~~la .1J, lo. ~u~i· eq~ivaldda. dé aerlerdo a nu~stra hip&teiih, que 
:":',:,~-;;-:··.·',;: 

:'.'.'.'_,'·: 

"::-.;.<~·-:)?·~-

de,dividirse produce una cantidad 

resulta serel dcMe.c!eique una a1uh fibrotilastka 

i~·s ~ismas ~ondic¡oneu. Ya que, m!!dianté inspeccidn <itl 

epiteliales· eran 



que ésta pudiese ser la razón de la mayor producción de HGI, 

Serla recomendable el determinar ya sea el volumen de estas 

c¿lulas, o la cantidad de proteínas totales que contienen, para 

corroborar si nuestra suposición es correcta. Por otro lado, 

tomando en Lonsideraci6n que los pesos moleculares de los MGis de 

fibroblastos y c6lulas epiteliales son distintos, podemos suponer 

que la moldcula de mayor tama~o, que es la correspondiente al 

fibroblasto, sea producida en menor cantidad que la mol&cula 

derivada de la c6lula epitelial la cual es, como vHremos m's 

adelanto, mucho más pequeÑa. Además, si tomamos en consideración 

que las dos moléculas de MGI pueden tener distintas propiedades 

de activación en células de m~dula ósea, entonces el encontrar 

diferentes produccione& de éstas, tendría una razón fisiológica 

•~s que de simple proporción. De demostrarse esta Última 

suposici6n, Dpoyarfa la idea de que las propiedades 

fisicoquÍmicas de los HGis dependen del tipo celular que los 

producen <45), Por ~ltimo, mencionaremos que aunque el ciclo 

celular de cada tipo de célula esta constituido de las mismas 

fases, estas pueden tener diferente duraci6n, lo cual nos haría 

pensar que la fase de sinthsis do HOI es mayor en las c6lulas 

.• ··· 'ei>itel:l.sles, que .en los fibroblastos. Evidentemente, estudios 

:dj~alla~cis de~ cin6tica celular tendr•n.que ser efoctuadcis para 

dÜ.,¡c:idar ·este punto. 

;:~¡;~~fen6lllerio de preuntarse también i.n ~· implicaría que 
" .·-.. 

;~~ ·<el;• epitelio produce mas¡ HGI que el te,Jido que 

:.,, . iibl'oblastas, 
',\·:"· -.'. ., . ,: 

io cual aunado· a.l hecho de. que en el organismo 

}'..· ·~.~r~a1• el teJido que se presenta con mayor tas.a.de .Proliferación 

'· o's \:i epitelial, nos d.ar{a una .idea de la. iJl!POl'.tancia de esta.' 
~:/~ 



molécula. Evidentemente, sería recomendable determinar los 

niveles de HOI de tipo epitelial en el torrente sanguíneo para 45 

corroborar nuestra hipótesis. Fisiol6gicamente, podríamos pensar 

que el HGI resultante de la división de células epiteliales en 

condiciones normales, podría ser el que asegure la presencia 

contínua de macr6fagos y granulocitos para el sistema de 

viqilancia contra cuerpos extra~os existente norealmente en el 

organismo, Adem;s, como el epitelio representa la primera línea 

de defensa contra cuerpos extra~os, una lesidn en 'ste al 

producir una mayor proliferación de células epiteliales, darla 

como resultado una mayor cantidad de MGI, lo cual repercutiría en 

una mayor producción de células inmunocompetentes que miqrarían 

al lugar de la lesión, Aunque, en la literatura científica se 

,encuentra una gran heterogeneidad respecto a 1011 

moléculares del MGI, se ha llegado ha suponer que los PH de todos 

estos de~enden de una unidad monomérica de 23 000 daltones 

,(39;40,41). Sin embargo, esta suposici6n no tiene gran 

aceptación, pue• se han encontrado HGls de tama~os mucho menores. 

Pensamos que biológicamente no es e:<plicable que existan dos o 

ni'• MGis de diferentes características para producir el Mismo 

, ef.ecto hematopo~étic:o1 No es logiccÍ pensar que se gaste tant.w 

·. i;lii~rq{a en la. f'.abri.caición de diferentes moleculas- de proteína 
,-,., 

"'' ~~·r# un mismo fin. ti~~ bien. creemotl que el organismo contiene 
.< ., .. ; .. -: -

': .<un11. 1fb.undante ·variedad de HGI, los ,cuales tienen funciones muy 

de tal manera qu~ cada tlpo celular fabrico su 
··' 

MGL . Es evidente, que estudios 111~fo de.tallados de los 
• 'c .. ' :C -

de ací:i&n del f'IGI producido por distintas ei;tirp.es 

c~lÜl~res .t~ndriÍn .. q~e 11er efoct~ados para poder aceptar esta 



&ltima hipÓtasi•• DaJo la suposición de que una célula en 

proliferación produce 11GI, entonces las células hematopoyéticas 46 

ser{an las 6nicas con la propiedad de producir un se9undo tipo de 

HGI, al ser inducidas a proliferar por un primer HOI, Nuestro 

trabaJo parece apoyar este punto, pues al evaluar los pesos 

moleculares de los HOI existentes en los MC por célula~ de médula 

&sea activadas con MOI de fibroblastos, encontraMos aparte del 

factor de 72 000 daltones del fibroblasto, otras dos moléculas de 

47 000 y 21 000 da'ltonirn CFig. 6 y 9), Creemos, que la aparición 

de estos nuevos HGis provienen de las células que f1.1eron 

estimuladas a proliferar. Como ya se ha reportado que el MGI de 

la l!nea macrÓfago monocito es de 45 000 daltones <61>1 

' ayponemos que es el precursor de log 111onocitos en la 1111foula osea 

el. que produJo el HGl de 1$7 000 dsltonos, por otro lado la 

· peque~11 component~ de 21 000 dultones creemos que proviene del 

teJido epitelial que normelmente está presente en los cultivos de 

médula ó1ea, y que COllD demoutrsmoi; en este trilbaJo produce un 

peso 111oleculer parecido, 

al estimular a 1D p roli feraciÓn a 11111cr&fa9os 
·.· ... ,. 

inducidos a la cavidad peritoneal mediante tlGI de 

.·•· encót-.tr1111or. nuevos 1101 en los MC de esto células 

fibrobhstos, 

<Fig. ªª 
técnica 

y 

de ~~/ i, ;,,eii>~ Como los rHultados obtenidos ae.diiante la 

~):. / fü;; ": ,:· . :::,;. ::.::· :::º:.::º:·:::: ': '.:::::· ,::, :::·::º·::: 

~''lf;~r¡'~,:_,\·.'.~ ... ·.:,~:·.·,.~:·····;:'•1.··:,·.·:····•.: .•.•..• :;:··············:···.•.·.·.·····.•.· ... ·.:···.·.i .. · ~:;'"~::,:·:: ·:::: ·::::::.::,::•o.::::::::: ·:::::do l ::·::: - . .. ·~J~~icas 6~ ,ovaluecicS~ de h · prolif'erec:ión utilizadas a lo largo 
' . ' ' - . --

d~ ~tite tnbaJo 1 . por lo 90/)eral, los 1101 detectados mediante la 



técnica de colonias en agar fueron los mismos que los de 

proliferaci6n de células de mddula dsea en medios lÍqui~os, 47 

Para una mayor confiabilidad en los resultados que 9e realicen 

sobre este tema en el futuro, se recomendar{a que se utilicen en 

forma complementaria estas dos t6cnicas, pues la que utiliza 

medios lÍquidos e11 más ra'pida y rnenos compleja, mientras q•Je la 

que emplea medios semis6lidos es mds sensible, 

Como una importante contribucidn al desarrollo del estudio del 

MGI Y para apoyar los resultados presentados en este trabajo, se 

tendr!an que elaborar t~cnicas que diluciden si en el suero 

humano normal existen diferentes MGls procedentes de cada una de 

las distintas células presentes en el organisMo, Evidentemente, 

de esta forma se obtendrá una • huelia • característica de cada 

individuo. A11Í, 11i por algdn Motivo en el suero humano, 

ap•rc1ciera un aumento, o disminución de alg•.l'n tipo de HGI, e si 

se presentan una for11a anormal de é11te, se pensor!a en la 

existencia de una falla en los. procesos nor~ales de reoulacidn de 

l.a·proliferación celular. Es importante sieÑalar, que las técnicas 

conventionales de cultivos de m6dula &sea en medios lÍquiLos o 

no 11on lo 11uficiorite111ente . sensibles para la 

de pequef.411S cant;l.dade!I de MOl, por lo tanto para 

huel ll'.de .MGis, seri'.a necesario· uti.lizar otro tipo 
-.,,,,._-:: 

,::'.t Cí~; técnkat1 de .alta tecnología.· 
',,,.;' '·. ' .... ~ . . . . ; .: ·, -

i''. · ;111pnoc~ona1i:t1¡, 
;'~··:~:~-;~·-:):·:'. : ''i '.•: 

·'' .~nfre· ottlF.•.· .. Evident.1.t11nuite,. sería de ml.1cha utilidad el tener un 
·.···., 

como la de anticuerpos 

o la de cro~ato~raf!~ da l{quidos a alta presidn, 

'~n~'ayo : q•.111 determine de una manera confiable cuar.do se' presente 
'• -;'." '_ r: .--.. -'; .- -: r . ' . '. ~ >. '. • • •• - • ; • : 

·,ün Úecie1deóto t~ltloral 'en el organisnio, 
' .:.~:! .'' 

que al finc¡l de cuentas 

mi{'qua un aumento inccintroláble de la proliferación de 



algún tipo de c61u1a. 

A Últimas fechas se ha encontrado evidencias de que existe una 48 

{ntima CllrrelaciÓn entre diferentes factores de crecimiento para 

el buen funcionamiento del organismo, Especialmente, se ho visto 

que el macrJfago es capaz de secretar un factor estimulador a la 

proliferación de fibroblastos, el cual a su vez produce un HGI 

que induce a la médula Ósea a la producción de más ~acrófaqos, En 

este trabaJor encontramos que los macrÓfagos tn~bién son capaces 

~e activar a cdlulas epiteliales a la proliferación y que de 

.igual manera estas Óltimas secretan un MGI. Consideramou quer 

serla conveniente ahondar nuestros estudios en los mecanismo de 

interrelación entre FPF, EPF y MGI aquí descritos, 

d~te••inar si nuestra hipdtesis sobre la defensa del organismo 

, contra cuerpos extraÑos es correcta. Esto hipótesis estublece, 

qUe durante una reacción de daÑo de teJido, el 111acrd'fa90 al 

·interaccionar contra un cuerpo e>etraÑo secreta EPF o FPF 

(dependiendo del tipo de lesión), el cual al hacer proliferar .a 

cfllulas epiteliales o fibroblastos induce ·mediante un HGI, le 

prodOc:dÓn de miís mac:rófagos y 9ranÚlocitos en la 11Ódulla c{sei;:, 

·. ·:.11.s~gurando de·. asta manera, una r.ápida respuesta y 

. , :~'~hllin~ciÓn del c:uerpo extr1:1oio, 
<·¡.,· 
. ''~." 

~.:)'').\ .· 

una 111eJor 
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V l'IF'EtUIICES 

APENDICE I 

PraparaciÓn de Medio de Eaglet 

Se mide un volumen de agua bidestilada SX menor al volumen de 

medio total deseado, utilizando pera ello 2 matraces. Se 

adicionan 13,4 9/l del medio de Eagle en polvo CMicrolab, 

:H4xico>, agit,ndose suavemente, se agregan 3,7 g de bicarbonato 

d~ sodio, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina. 

Se.completa el volumen deseado con agua bidestilada, se aJUsta el 
.,· 

·Ph entre Oi2 y 0.3 menos del que se desea, que es de 7.2 < esto 

se hólce con ácido c:lorhÍdrico> y se esteriliza por filtración con 

b.i~xido de carbono, pac¡¡&ndolo a tr.avés de •JOa membrana millipore 

coo poro de 0.:22 u. 
. . , I 

Este medio se .uti.lizo para mantener 'a los cultivo.10 celulares e11 
,·_, ~dri~¡ciónes normai•s !.!l. 'lÜ[g• El medio esta constituido por los •:~ ... ';¡, 

:;r ... $i~~i~~tes · ~ornponentes quÍmi<;os: 
~:.-." 

i~~;~~r .. ~f ('"tikS 
·,~': '· '. 
·,: ~·- .·~/-· ," 

'.,. 

. CONCE~TRACION ·· < mg/1) . . . . . . ' ' . . ... , 

»HCi\lf;'o-:.~~-• .. ,-¡ ~ ·•·•·• .: •• -~. •· .:-.._·. ·-•. ·-· .·-.,- .• ......... ·42.·oo 

t.•-• ......... 1os.o.o 
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L-Lisina.HCl, •• ,, • •,, •• ,,,, •.,,,,,,.,,,,. • ... ,,,.,, .146.00 

L-Hetionina. • ,, , , , • , , • , •,,,,,,,,,,,,,,,.,,,,,,,,,, •• 30.00 

L ... Fenilalanina,,,,.,,,,,,,,.,,.,,,,,,.,,,,,,,,.,,,, .66.00 

L-Serina.,,,., •• ,.,,,,,,,,,,,,,.,,,,,,,,,,,,,,,,,.,, 42 .oo 

L-T-reonina~,.,.,,,, ...... ,.,.,.,,,,.,,.,,,,,., ••••• ,,, ,95,00 

L-TriptÓfano.,,,,,,,,,,.,,,,,, •• ,,,,,,,,,,,,,,,,,,, .16.00 

L-TiroGina Csal disddica),,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,104,00 

L.-Valina.,,,.,,,,,,,,,,,.,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,.,,. ,94,00 

VITflHINllS 

D-C~ Pantotenato,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,4,00 

_Claruro d& Colina,,••••••••••••••••••••••••••••••• ••• 4~00 

Acido.· F61 ico.-, •• ,,, , , , •• , , , , , , • , , , •• , • , , • , •••••••• • •• 7.20 

Ino&itol ••• •• •••••• •., •••••• ,, ••• .- ••••••••••••• , •• , •• 7.20 

Ni.C~tinamidtt. ••••• ·• ••• , ..... , • • •••• t.,, ••••.• , ••• , ••• , • 4,00 

Pir'idoxal .HCl., ••• t •••••••• • •• • •• ,,,.,., ••••••• , ••••• 4·,00 
.; . ~ ... ' 

.·,,·~:Íb~flavina •• ,. • •,.,,,,.,,,,,,,,, •• ,,,,,,,,,,,.,,.,,,o. 40 

11a•.~n· •• ·:·. ·-'··· ............................. , ............. ,4·.00 

.,,; .. · 



APENDICE Il 

Preparación de Solución Salina de fosfatos (SAFlt 

-.SAF con Calcio y Magnesio. 

En un litro de agua bidestilada, se disuelven las siquientas 

sustenc ias: 

Cloruro de Calcio •• ,,,,,,, ,,,,,,,,,,,,0.10 g 

Cloruro de Sodio •• , •• ,,,,,,,,,,,,,,,,,a,oo g 

fosfato de Sodio Honobásico,,,,,,,,,,,2,16 g 

Fosfato de Potasio Monob~sico.,,.,.~ •• 0120 g 

·:.cloruro de Haqnesio,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,0,10 q 

· Cloruro .de Potasio.,,.,,,,,.,.,,,,,,, .0.20 g 

disueltas ~shs sustanciás, se aJusta el Ph ., 7•.2 con 

cfortlÍdrii:o y se esterili%a la .solución por filt.raci&n .•n 

111iÚipore C•JYO•plll'O es de 01:22 u, 
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