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CINL'l'IC.A CC:LUL.-~u. 

La cinéticn cclulnr es 1:. ramél de ln biología celulfir 

que cstuclia los hechos dinámicos del crecimiento, declina 

ci6n, movimiento y control de la pobliici6n celulnr y <.lel ci

clo celulnr, diferenciándose profundamente ele los hechos lllO!:, 

fol6gicos o descrirtivos. 

El concepto del ciclo celulvr introducülo por \iintrobe

( 1) es (lccisi vo ¡)ilr~1 la com:lr.ensi6n clcl des;;1rrollo de los 

tejidos tumornleE. 

El ciclo celulAr se define como el intervalo entre el -

punto medio de la mitosis de una c6lula y el punto medio de

la mitosis si~uiente de lo misma c6lula (17,18) ~ig. l. 

En el ciclo celulnr se n11etien identific;•r cuatro fnses: 

mitosis (M), fase 1 (G¡), síntesis de UNA (S) y fuse 2 (G2)

la mitosis se puede uprecipr con el microscopio elcctr6nico

y la fase 5 con ~utorradio~rcfío, pero tanto G1 como G2 , que 

no pueden demostrarse directamente, se identifican como in 

tervalos antes o des~ués de la mitosis y de la-síntesis de -

DN1i. 

La fase G1 es el tiempo que transcurre desde el finEl -

de ln mitosis hasta c¡ue empieza lD síntesis ele UN11. l.!.n estll

fnse ln célulc elnlJora los sustoncias precisos p1"1l'i1 dcs<•rro

llar ln funci6n a 0uc est~ destinada. Un aspecto fundrnncntol 

es la iniciaci6n de la síntesis de proteínas y de UNA poru -

posibilitar el tr!msito de G¡ o s. 
La fase S se inicia cunndo, la célula es capaz de sint~ 
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tizar DNA~ ~qui se realizan los siguientes c~nfuios: replica-

ci6n ele la cromntinn, síntesis de llistonns paro use~urnr la-

continuidad ~en6ticn. 

La fase G2 sirve ¡n1ra que ln célula sintetice las mole-

culns el e 1m."L. 

La fase N presenta una Berie de cambios rápidos de la -

membrana nuclear, ln condensnci6n de la cromatina nuclear y

carubios diversos en lo surerficie celular. 

PERIODO Bt 

c:onden10CI01t 
croMo•d•ico. 

FIN DE SINTESIS 
DE ADN 

lllcre111ent• d• prot1l11oa. 

PER 1000. S 

PERIODO G¡ 

PUNTO DE CONTROL PARA LA 

RfPRODUCCION CELULAR. 

CHlllMIO de RNA. 

ESQUEMA DEL CICLO CELULAR DE CEL'1LAS EUCARIONTH 

A•revlet•re•: P: ''º'º,. 
M.r •ot1f010 

A: o1tef111 

T: telofeH 

Por otro lado, se reportan tres tipos fundamentales de

comportamiento celular (2): 
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a. C6lulas cíclicDs, que se di vid en continuamente. 

b. C~lulns en reposo (Go), hen abandonado el ciclo ce 

lular pero pueden ser estimulados pnra la síntesis 

de DNA y lo mitosis. 

c. C6lulas no divisibles. Gstas han abandonado el ci-

clo celular de un modo definitivo. 

Los c6lulos de los comportamientos a) y b) se dividen -

en c6lulas troncales y c6lulas no troncales, se~ón sean o no 

capaces de mantener la integridad y ln continuidad de cual -

quier tejido celular. 

Un ospccto decisivo ~nrn comnrender el crecimiento de -

los tejidos y su horneostasis de0ende c1e los tipos celular·es-

que se han reportado (B,9,11). 

G~lulas troncales Células C6lul11s 
maduras ---~funcionales 

Las coroct~risticas que se reportan de las cblulas 

troncales son las siguientes: son capaces de proporcionar 

c~lulas diferenciadas y c6lulas moduras. Estas son capaces -

de autorreproducirse y asegurar lo diferencioci6n de las es

tirpes celulares y su nwdurnci6n. En ellos se pueden encon -

trar las posibilidades entre un tejido normal y uno neopl6 -

sico. 

Las c6lulos maduras, se encuentran en el momento de ad

quirir las características propias de las c6lulas funciona -

les, éstas ya han alcanzado toda~ los característicos que 

las hocen aptas p11ra adaptarse y responder a los re<1uerimte.n 
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tos funcionales propios del tejido a que pertenecen. 

Por medio de la producción de células los tejidos aume.n 

tan su tamailo, pero los rcquerimentos generales homeostAti -

cos exigen que ocurra la destrucci6n celular pertinente para 

mantener el equilibrio tisular. (11,12). 

El éxito ru~s notable en el campo de la uiferenciaci6n -

celular fué la introducciGn de los cultivos de tejidos. Con

estas técnicas se ha logrado el aislamiento de líneas celul~ 

res individuales de los tejidos linfoide y hematopoyé~ico, -

así como la diferenciación de varios estados tle desarrollo -

de c6lulas precursoras de estos tejidos (3), se han estudia

do, los mecanismos de inmunidad !J! vitro (4,5), se han ana -

lizado ln interacci6n de células de diferentes tejidos y 

otro factor que aumenta su utilidad es su importancia en 

los estudios sobre transformaci6o de las células troncoles,

en células no troncales 6 malignas, etc. 

ANI'ECEDEN'!'ES SOUL~ CUL'i'l VO CELU L;~U 

Aunque los cultivos de tejidos hematopoy6tico se inten

taron desde 1885 por Wilhelm i(oux, que empleó solución sali

na como medio y placa medular de ombri6n de pollo, fueron -

Burrow y Carrel, los que crearon lineas célulares que fueron 

mantenidas por 34 años introduciendo asi el cultivo de teji- . 

do en el campo experimental. 
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Al princit>io, los cultivos de tejidos se hacían suspen

diendo fragmentos de los tejidos en los medios nutritivos. 

Muchas de las célulos de esos fragmentos sobrevivían y algu

nas hasta proliferaban. ~stos cultivos tenían la ventaja de

que podían mantenerse por períodos largos y el inconveniente 

de que era imposible observar el efecto individual o fenóme

nos que sufrían las ci:lulas al diferenciarse •. 

Las modificaciones qne se les hicieron se refieren a 

que los pequeiios fragmentos se fijaron sobre la pared de los 

tubos por medio de plasma cougulado sobre ellos (cultivo de

"monocapa" Carrel 1923) y de esta manera se pudieron ver di

rectamente al microscopio las células que se desarrollan a -

partir del fragmento, así como efectos citop6ticos. 

Fue Enders quien introduce la t6cnica del tambor rotat.2. 

rio. Los tambores giran lentumente y de este modo los frag -

mentos quedan, durante unos minutos, sumergidos en el liqui

do nutritivo y luego, durante un tiempo semejante, quedan 

fuera de 61. (11). 

En técnicas mAs modernas se utilizan c6lulas tripsiniz~ 

das. Los tejidos normales tomados de 6rganos humanos o de -

animales, se tratan con substancias disgregativas como la -

t~ipsina, que separan a las células (fAcilmente) del tejido

coojunti vo. Este método permite aprovechar una mayor cunti -

dad de c6lulas m6s uniforme, a más de que se puede precisar

su n6mero. Las c6lulos asi obtenidas se pueden hacer crecer

eo cultivos primarios. Es decir, directamente despu6s de la-
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tripsinizaci6n, pero hay circunstancifts en las que convie -

ne tomar los cultivos que esten creciendo actiVE1mente y div!, 

dirlos en varios cultivos secundarios o subcultivos. No im -

portando el m6todo que se utilice, el objeto es poder obte 

ner en forma re~ular un ndmero suficiente de células que 

crezcan en la pared de los recipientes. (11,12,16). 

LIN~i\S ::iüllClJN'l'INUA& Li~ C~LULAS. 

De los cultivos primerios y de los secundarios se pue -

den hacer subcultivos por varias generaciones. Al principio, 

dichas generaciones conservan el cariotipo cromos6mico, es -

decir, lDS características genéticas del tejido original.(6) 

A veces, las c~lulas diploides humanns retienen su sen

sibilidad durante muchos pases, aunque después mueren. Son -

c6lulas que pueden dar lugar, durante su fase de crecimien -

to logarítmico, a grandes cantidades de células que se pue -

den conservar a una temperatura de -7o0 c y luego ser utili 

zadas. 

Tras la repetici6n de muchos pases, las células pierden 

su característica diploide y se transforman en heteroploides 

es decir que tienen números desiguales de cromosomas, y al -

sufrir este cambio se altera también su sensibilidad. (7,10) 

LINEAS CONI'INUAS D~ Ci::LULJ\S 

Es relativamente fAcil cultivar indefinidamente lineas

continuas de c6lulas mediante subcultivos. 
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Con varias de estas lineas han venido haciendo subcult! 

vos por un buen número de aiios 9 Son c6lulas heteroploides, y 

aunque algunas de elJas se originaron a partir de 6rganos 

normales, han adquirido despu6s las características de las -

células malignas, lo c¡ue hace que nunca se em¡>leen en la pr_! 

paraci6n de vacunas etc. Entre las lineas más conocidas, las 

denominadas lleLa, Hl!:p2 y KB, se originaron a partir de tumo

res malignos. ~ntre las procedentes de tejidos normales, la

linea L de Earle de rat6n, la HKB de riñ6n de conejo y la 

LLCMK2 de riñ6n de mono. (8,9,10,13). 

M~lHOS D~ CUL'f!VU 

Existen medios naturales (suero, plasma, colágena, lin

fa, sangre, suero placentario, líquido amni6tico, líquido 

asci tico, liquido pleural, humor acuoso ) ,· y otros extractos 

de tejidos y medios artificiales como son: las soluciones s~ 

linas (Ringer 14), que son las a6n comunmente usadas para 

qu~ las c61ulas permanezcan en ellas por unos minutos (cuan

do son "lavadas"), que son isot6nicas e impiden cambios bru!, 

cos de pH como la empleada de Hanks (1946) y de Dulbecco 

(1954) que es una soluci6n salina amortiguada de fosfato o -

"PBS" (ap6ndice), hasta el que provee los componentes esen -

ciales como es el desarrollado por Bagle (1955) que contie -

ne aminoécidos, vitaminas, glucosa como fuente de energia 

y rojo fenol como indicador de pH (ap~ndice). 

Es usual la combineci6n de medios sint6ticos con medios 



naturales, por ejemplo, medios esenciales a los cuales se le 

adiciona suero en proporciones variables (15), esto es para

que crezcan normalmente, pués no se han-determinado ciertos

ractores específicos. A los medios de cultivo se añaden en -

porcentajes variables, más usualmente a los tejidos de mamí

feros, sueros de caballo, becerro y de humano (14). 

CAlUCT~lUSTICAS lJE LUS NEDIUS Dt. CUL'l'IVO 

A. Factores ambientales: 

l. Temperatura. Para c6lulas de mamíferos se usa en

tre 37 y 3S.s0 c. Sobreviven poc~s células por arriba de ese

valor, pero por debajo de este rango las células resisten m~ 

jor. 

2. Presi6n Osm6tica. A 3B0 c, entre 6 y 7 atm, está -

determinado básicamente por sales y secundariamente por mo -

léculas como la glucosa. Las células parecen resistir bien -

los cambios del orden del 10~, sobre todo si son lentos. 

3. pH. El rango de supervivencia es entre 6.6 y 7.8-

El 6ptimo es entre 7.2 y 7.4. 

4. Iones inorgánicos. AdemAs de los involucrados en

la presi6n osmótica y el pH, destacan: Na+, K+, ca++, Mg++, 

Fe++, eo++, PO¡. 

5. Metabolitos. 

a) Esenciales: carbobidratos, gases disueltos, 

amino6cidos, vitaminas, proteínas. 

b) Suplementarios: aminoAcidos, vitaminas, coenz! 



mas, nucle6tidos, péptidos. 

6. Hormonas y otros factores específicos. 

7. Matriz de crecimiento. Los sustratos son bidimen

sionales o bien hay crecimiento en suspensión, ya que en cé

lulas !.!! vitro no hay fuerzas de orientación (11,14,19). 

El metabolismo de c6lulas en cultivo es similar al de -

las células in ill.!! en animales (17,18,19) los caminos ener

géticos son la vio de la glic6lis_is y el ciclo de Krebs. DeQ 

tro del metabolismo de las proteínas, se conocen 12 nminoác!, 

dos esenciales (17) los restantes son sintetizados por tran

saminaci6n, desaminDci6n hidrolítica o desaminaci6n oxidati-

va. 

Los lípidos y ácidos nucleicos son usados del medio, si 

éstos se proveen en ~l (11, 14). 

FU~NTES INIJUCTOHA5 DE LA lHFEl~ENCI,~CION C~LULAH 

t:n el estudio de la hemntopoyesis se ha investigado con 

amplitud la formaci6n de colonias de granulocitos y macr6fa

gos a partir de tejidos hematopoy6ticos de mamif eros en agar 

y en medios semisolidos (4,5,20,21). Estas célulns requieren 

la presencia de una sustancia inductora conocida en la lite

ratura como Colony Stimulating F'actor, (CSF) (6, 7,22,23), C,2. 

lony Stimulating Activity, (CSA) (5,24,25), Macrophage and -

Granulocyte lnducer (MGI) (26,27,28) que probablemente tiene 

relaci6n estrecha con el .llamado Macrophage Growth Factor, -

MGF (23). La susta.ncia inductora KiI, es indispensable para-



la diferenciuci6n i!! vitro, y se cree que juega el papel de

reguledor fisiol6gico i!! vivo: tanto en animales como eil el

hombre (5). 

PnüDUCCION DE MGI. 

Las diferentes fuentes de ~Gis se resumen en la tablo l 

Se ha utilizado frecuentemente medio condicionado de fibro 

blasto embrionales (29), explantes primarios de tejidos (5, 

21,25,30), o líneas celulares establecidos (25). En genernl

los fibroblastos, como células primarias o como linens celu

lares establecidas, proveen las mejores y m6s convenientes -

fuentes de MGI en medios contlicionndos (23). Se hun reuliza

do "extracciones" directos en muchos tejidos de rat6n pélra -

revelar actividad de MGI end6gena, entre ellos: timo, rn6du -

la 6sea, bazo, hígado, pulm6n, cerebro, testículos (29), en

contrando actividad diferenciadora marginal o no encontrando 

ninguna en absoluto. En contraste, Sheridan (6,22) encontr6-

cantidades extraíbles de MGI en glándula submaxilar de rato

nes machos, pulmón, timo, riíi6n, n6dulos linfáticos, pan -

creas y m~dula 6sea; pero encontraron fuentes pobres de NGI

en cerebro, corazón, intestino delgado, testiculos, mdsculo

esquelético, sangre entern y suero normal. Brndley !! ,2,! {29 

mostraron que el pulm6n, 6tero, placenta, membranas fetales, 

m6sculo esquel6tico, corazón y vejiga, mostroron niveles al- · 

tos de MGI mientras que cerebro, gllmdula salival, higndo, -

riñ6n adulto, testf.culos, piel, timo, bazo o glAndulos adre-



nales casi no tenían actividad diferenciadora. 

El suero de ratones ha mostrado uctividad diferenciado-

ra bajo ciertas condiciones (31). También se ha demostrado -

la presencia de MGI en suero humano, tanto en individuos ºº!. 
males como leucémicos (32). Otrn fuente potente de ~Kil es la 

orina de rat6n (33) y la humana (34). Esta dltima ha sido 

usada para la estimulaci6n de cultivos de m6dula 6sea de ra

t6n. También los leucocitos de sangre perif6rica puede pro -

ducir NGI (24,35}. 

Otra fuente importante de HGI desarrollada 6ltimamente, 

es el medio condicionado proveniente de linens celulares tu

morales humanos (36) y murinas (25), la tabla 2 muestra la -

producci6n <le MGI por varias de esti1s líneas. 

Una de las fuentes mAs importantes de MGI resulta de 

la activaci6n c~n endotoxinas de tejidos o lineas celulares

!.!! vitro (37,38), y otra activaci6n de la regi6n peritoneol

de ratones. Este es el c~so de suero de rat6n (37), pulmones 
1 

(22) c6lulas peritoneales (5), linfocitos (~). ~ntre las en-

dotoxinas se encuentran los lipopolisacáridos de bacterias -
.... 

Gramm-negativns. Conocida como LPS, que produce una amplia -

varierlad de cf ectos farmacol6gicos y t6xicos en muchos teji

~os, que semejan cambios ocurridos durante ciertas infeccio-
, 

nes bacterianas (39), adem~s de evocar la producci6n de an -

ticuerpos específicos (40). Los estuuios químicos de LPS de

rivados de Salmonella, Escberichia y Shigella entre otros, -

han proporcionndo la estructura detallada de estos compues -



tos, revelando que posee una regi6n polisocAridn formada con 

los antígenos O-específicos y el "n6cleo" y una regi6n li -

pídica llamada lipido A (41). 

Los granulocitos neutr6filos y monocitos est~n involu -

erados en la resistencia contra infecciones, y en consecuen

ci~ se han hecho estudios sobre el efecto de la endotoxina -

en el nivel y actividad proliferativa de las poblaciones pr.!:!, 

cursoras de granuloci tos y mocr6fo¡~os, y se ha vi~to (1ue pr2 

ducen uno elevoci6n en los niveles de MGI (2,7). 

Adem6s de la elevaci6n de los niveles de MGI por in 

yecci6n de LPS en ratones, se ha encontrado un aumento simi

lar en los cultivos !!! vitro (5,6,7). En líneas leuc6micas -

mieloides la incubaci6n de éstas con LPS induce la diferen -

ciuci6n de 6stas c6lulas hacia granulocitos, diferenciaci6n

que va acompai1ada de una secreci6n elevada de MGI (25 142). 

~n la tabla 2 se muestra el efecto de la incubación de li 

neas tumorules con LPS sobre su producci6n de MGI • 

.t>UHI1' lCACiúN Y CAHACT~lUiA\;ION !JJ:: MGI 

~ste factor ha sido parcialmente purificado y caractcr! 

zodo en muchas de las fuentes antes descritas. Sin embargo -..... 

el proceso-de purificaci6n de la molécula ha presentado dif! 
8 cultades debido a su aparente heterogeneidad en peso molecu-

,. 
lar y propiedades químicas (17 936,43 144). Se ha señalado que 

~s posible que se requieran diferentes MGis para la forma 

ci6n de varias subpoblaciones de c6lulas hematopoy6ticas, -
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existiendo por una parte aquellas que tienen una respuesta -

aritm6ticn con respecto a la dosis y que promueven la forma

ci6n de colonias de macr6fn~os: y otras con una respuesta 

logarítmica, estimulando el crecimiento de granulocitos neu

tr6filos y macr6fagos. Sin embargo se ha sugerido (32) que -

el estimulador es dnico y,que la diferente respuesta estA 

en funci6n de la dosis. 

Ml~'l'Ul.JOS Di!: .PU lUFIC.1:\CION Dl!.;L MGI. 

Se han utilizado procedimientos de diAlisis,liofiliza -

ci6n y evaporaci6n en vacío sin pérdida aparente de activi -

dad del MGI (34,24). s·e ha encontrado que la respuesta del -

medio condicionado aumenta despu~s de la di6lisis debido a -

la eliminaci6n de sustancias inhibitorias. 

La filtraci6n con geles ha sido usada tanto para corac

terizor como para purificar medios condicionados contenien 

do MGI (24,30,31,34,36,43,44). La cromatografía de inter 

cambio i6nico ha demostrado también su utilidad para la pu -

rificaci6n de MGI (24,34,44,45) aunque el pico de actividad

biol6gica tiende a ser amplio y lt1 gnnancia de actividad ba

ja (44). 

Diversas técnicas, revelan la presencia de varias pro -

teinos diferenciadoras, con pesos moleculares muy distintos, 

variando desde los muy bajos, de l 300 daltones (46) y 5000-

(34) hasta pesos mayores de 100 000 Daltones (30,47). 

20 



Se ha purificudo NGI de orino humana (34), con un peso 

molecular de 45 000 a 60 000 Ualtones. Landau y Sachs (48) -

han purificado MGI de una linea clonada de fibroblasto de ra -
t6n, con un peso moieculur de 70 000 Daltones. Watson y ~i

chard (49) a partir de linea tumoral JLS-V5 obtuvo un peso -

de 75 000 Daltones, Burguess (45) lo purific6 de medio de 

pulmón de rat6n con un peso aproximado de 30 000 Dultones. 

Fojo (47), utilizando medio condicionado de pulm6n humano 

reporta dos pesos distinto, de 200 000 Daltones y de 40 000-

Daltones. 

Las propiedades quimicns de los purificados parciales -

tombi~n parecen ser diferentes (34,43,44,24). ~stas diferen

cias pueden deberse tanto D diferencias funcionales como 

a condiciones inadecuadas de cultivo. 
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TABLA l. FUEN'l'ES O~ Oli1'ENGION DE MGI 

MEUIO CONDlCION.iillO 

F'ibroblastos embrion! 
rios (48) 

F'ibroblastos transf'or 
mados por SV40 (25, -
48) 

Fibroblastos transfor 
mados espontáneos -

Células de riñ6n (23) 

Pulm6n de l'i.ltones (23) 

Linfocitos estimula 
dos por mit6genos 

Leucocitos de svngre -
periferica (23) 

Macr6fagos peritonea -
les (5) 

C6lulas 3'1'3 (23) 

Células L (23) 

Placenta humana 

C6lulns de bazo de ra
t6n estimuladas con mi 
t6geno · -

C6lulas tumorales mono 
citicas humanas (36, -
25) 

Células tumorales mono 
citicas murinas (25) -

~l'HACTüS '1' l5U L1J<J~ 

Glándula salival 
(29) 

Rifi6n adulto {6,31) 

Bazo (29) 

Utero grávido {6) 

Pulm6n (29) 

Líquido de ascitis 
(23) 

Exutlado µeritoneal 
(23) 

2 2 

~uero normal 
(32) 

Suero coa en
dotoxi nas 
(37) 

Suero leucémi
co (32) 

Orina humana 
(33) 

Orina murina 
(33) 



TABLA 2. ll.UODUCCION l!SPUN'l'ilN~.<L ~ INJJUCIIJ¡~ U~ NGI ~UH 
LIN~'~ti CC.LULlülE:;i TUMU1LiLtS (a) 

Linea Celular Producci6n de MGI Producci6n de MGI 
~spontflnea (b) con LPS (e) 

ftlielomonocíticas 

WU.i!.I-3 121 + 8 10 -
Macr6fagé1S 

PU5-l.8 o 55 

P3881Jl o 78 

J774 o 56 

H1~W264 o 6 

Mastocitomas 

P815 o o 
Mesoteliomas 

!3ALTNMs201 68 :!: 4 

l"i brosilrcomas 

L929 96 + 2 -..,. 

F'i broblastos medulares 

JLSV9 160 ! 11 

JLSV9-l~V 170 !. 7 -
Linfomas-T 

EL4 o o 
549 o o 
RBL-5 o o 
Pl798 o o 

F'22.WC..2 o o 
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'l'AULi~ 2. CUNTINU.úCluN 

Línea Celular Producción de MGI Yroducci6n de ~~GI 
Espontlinea (b) con LPS (e) 

.8.t\L.t:N'l'L5 o o 
lllt5l47 o o 

Mi e lomas 

P3 o o 

Mol,C315 o o 

Linfomas 

RllL-3 140 + 16 126 -
Ll210 24 + 2 92 -
na o 57 

1MW309.l o o 
Cl498 o o 

AlWLl o o 
.WPL2 o o 

a. Seg6n Ralph, Broxmeyer, Malcolm, Moore, Nakoinz (25) 

b. Colonias por 77.5 X 104 células de médula 6~ea de rat6n 

estimuladas por .l ml de sobrenadante de las lineas celu

lares, en l ml cultivos en agar. Los cultivos de líneDs -

celulares rueron iniciados con 2 X 105 c61ulas/ml, colec

tando los sobrenadantes cuando los cultivos alcanzaban -

106 c6lulas/ml. El número de colonias es la media mAs/me-

nos el error standard. 

-,, .. ,·,·:' 



c. 1 mcg/ml de LFS, incubDdo con las lineas celulares por 3-

dias. La soluci6n control con endotoxina no tuvo efecto -

sobre las células de m6dula 6sea • 

• 
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UEC.l!a>'l'OUi!:S D~ MEMUHAN.1\. 

Los receptores superficiales son de importancia obvia -

para la actividad biol6gica de los leucocitos. Se han ideo -

tificado receptores para la porci6n Fe de la IgG, receptores 

para el complemento y receptores no específicos (50). 

La funci6n de los receptores superficiales en los leu -

cocitos consiste aparentemente en incrementar la respuesta -

inmune celular. Estudios morfol6gicos recientes de las inte

racciones macr6fago-linfocitos en la respuesta inmune a un -

antígeno dado, proveen una oportunidad para poder apreciar -

las correlaciones en la estructura y funci6n para estos re 

ceptores de membrana (50). 

Un macr6fago activado, se obtiene mediante la inyección 

de un irritante extraño, generalmente en la cavidad perito 

neal del animal (51). El macr6fago activudo es capaz de in -

crementar su capacidad microbicida (52), que trae como con -

secuencia; un aumento en las siguientes funciones: en la en

doci tosis (53,54 1 55), en la expansión y adherencia (54,56) , 

de la citotoxicidad (60,61 1 62), en la actividad paro proli -

ferar !!! vitro (63,64), en las enzimas lisosomales (65), en 

la capacidad de ingerir EC (54 1 55) en su volumen celular 

(58,66,67), en su actividad quimiot6ctica (58,66) y en el m~ 

tabolismo de la glucosa (69 1 70), y una disminución de lo ac

tividad de la 5'Nucleotidasa en la membrana (54,59). 
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Sin eml>ergo no todos los agentes utilizDdos pnro la ac

tivación de los macr6fagos producen los efectos arriba roen -

cionados (70,60). 

Las inmunoglobulinas unidas a bacterias, han mostrado -

selectividad a la adherencia y fo~ocitosis elevundo la 

acci6n bactericidad del macr6fugo (71,72 1 73). 

~l papel de los. anticuerpos en la medici6n selectiva de 

la fagocitosis, depende de lo uni6n o de ln re~i6n del anti

cuerpo parn reconocer el sitio, o el receptor sobre la mem -

brona del mecr6fa~o. Adem6s las IgG aparentemente enlaza in

muno espec!fic.::mcnte a los microorgé1nismos '1 través ele la 

porción variable de sus regiones Vab y la unión a la super -

ficie del mncr6fn~o por medio del segmento fe (74,75). 

Los receptores parn la~ IgG son importantes püra corn 

batir infecciones parasitarias (76,77) • 

.i\demlis de su funci6n en la eliminaci6n de agentes extr.!!, 

ños, los rece()tores de superficie para ln_inmunoglobulinas 

(receptores ~~), aparentemente funcionan en la eliminuci6n 

fisiol6gica de los eritrocitos viejos por medio de los macr.é, 

fagos (78). ~stos eritrocitos son opsonizados por inmunoglo

bulinas aut6logas !!!. !!!!!!,, promoviendo consecuentemente la -

fa~ocitosis por macr6fEu;os hepllticos y espl6nicos (?9,80 1 81) 

Los rece¡1tores pnra Fe son comunmente demostrados por 

medio de la técnica de formeci6n de rosetas eritrocitarias • 

Cuando los eritrocitos son cubiertos con anticuerpos (~A), 

que se unen a la superficie del leucocito, dan lugor a lo 
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que se ha denominado rosetas (82). 

La actividad pttra receptores Fe, se puede considerar 

que existe ctrnndo tres o mlis eritrocitos se adhieren a la 

membrana del leucocito. 

Existen otrus técnicas menos comúnes pa1'.t1 la valoraci6n 

de estos receptores, y pueden ser detectados indirectarnente

con fluoresceinatos de anticuerpos (83), o por medio de ra -

diois6topos (84,85 1 86). 

La afinidad de los mDcr6fa¡;os por complejos con antige-

nus formados por la IgG ha sido caracterizada, lo que indica 

que los enlaces dependen sobre un receptor con un n6mcro fi-

nito úe sitios activos. 

Los complejos inmunes se combinan m6s Avidamente, posi

blemente porc¡ue ofrecen un n6rnero adicional de receptores l"c 

por complejo molecular (87,88,89), o porque ellos inducen 

cambios conformacionales en los componentes del Fe (90,91). 

Un macr6fago presenta sobre su superficie de 105 a 106 

receptores Fe. La regeneroci6n o conservoci6n selectiva de 

estos receptores despu6s de la uni6n con complejos inmunes , 

puede ser un f en6meno que est6 en relación al tamaño, o a la 

cantidad total del material ingerido (92). 

Los factores del complemento tienen una funci6n impor -

tonte en la eliminaci6n selectiva de los pat6genos invasores 

por medio de los macr6fngos, de igual forma la adherencia 

secuencial de los productos del complemento a partir del te!: 

· cer.componente, dan lugar a una mayor susceptibilidad a la 
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ingestión por estas c~lulns (93). La importancia biológica -

de este sistema, es evidente en aquellos pacientes con una -

deficiencia hereditaria o con metabolismo anormal del factor 

del complemento c3• Estos pacientes son susceptibles a in 

fecciones bacterianas recurrentes (94,95), que ordinariamen

te pueden ser controladas por los fagocitos en presencia de

suero normal (96). La importancia del complemento o de los -

receptores para Fe, en el incremento del poder bactericida -

de los fagocitos polimoríonucleares ha sido demostrada !.!! 

vitro (97,98). 

Es posible que los receptores para el complemento, reg.!!. 

len la inhibici6n de la migraci6n de los macr6fa~os por endo 

toxinas (99). ~sta influencia podría ser e!ectunda por fact2 

res que se sabe son generados por el complement6 y el siste

ma de coagulaci6n sanguínea y los cuales pueden actuer sobre 

la membrana plasmática para inducir la activaci6n de los ma

cr6tagos (55). 

La actividad de los receptores para el complemento, ha

sido también demostrada por la t6cnica de rosetas, utilizan

do para este fin EA m6s un suero como fuente de complemento 

(100). 

Se sabe que los eritrocitos recubiertos con IgM son in

capaces de unirse a los macr6fagos, pero cuando estos eritr2 

citos son incubados en presencia de un componente del compl~ 

mento o suero fresco, dan lugar a esta uni6n (93,101). 

Los m6todos de enlace para el c3 han sido aplicados en-
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el estudio de ncopla~ios linfoides (102), que evaluan la es

pecificidad poro los receptores del macr6fa~o por el comple-

mento. 

Los receptores del complemento, juegvn un papel impor -

tante en el incrémento de la endocitosis mediada por los re

ceptores para Fe (103). Adem~s los polimorfonucleures, mono

citos y mncr6fa~os peritoneules inducidos con gel de ulmid6n 

(104,105), irn~ieren EA m6s eficientementu en presencia de 

comµlemento a concentraci.ones limitndrs lle m1ticuorpos. Apo-

rcntemente tal incremento es una r>ropiedad que curactcriza -

generalmente la octividod superficial de los fe~ocitos. 

Ln secuencia de maduraci6n de les c~lulas hematopoyéti

cns ha sido caractctizado trudicionalmente por uno serie de. 

cambios notorios en la morfología de las c6lulas. ~in embar

go, muy poco ho sido hecho para definir la difcrenciaci6n de 

los leucocitos sóbre la hose de la adquisición de receptores 

sobre la membrana celular, ya que la c6lula madre conform~ -

' se diferencia, va adquiriendo· diferentes marcadores (106). 

Los marcadores y receptores de superficie, han probado~ 

ser de grnn valor a este respecto, pero hasta la !echa muy -

pocos estudios que utilicen la presencia de mvrcudores par -

ticulures de membrana en el proceso de diferenciaci6n celu -

lar (107). 

HUmerling et al (108), son los pioneros de este campo -

y han mostrado que hay un distinto orden de aparici6n de re

ceptores o marcadores de membrana durante la dii'erenciaci6n-
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de linfocitos "T" y "B". Además, los estudios hechos sobre -

cultivos de leucocitos de tipo leuc6mico y normal de m6dula-

6sea, han indicado la aporici6n de marcadores, o receptores

del complemento c3 y de la porción Fe do la IgG, dichos as -
pectos pueden estar íntimamente relDcionados con el proceso

de diferenciaci6n celular (109). 

La expresión incompleta de marcadores en cultivo de ne!! 

trofilos, presenta un bloqueo en su diferenciación, este 

bloqueo selectivo puede deberse a la insuficiente concentra

ci6n del factor inductor de la diferenciaci6n: f~I. ~or lo -

tanto es posible que el MGI est~ limitando sus efectos en la 

primera semana de cultivo, impidiendo la completa expresi6n

de los receptores de membrana. Por lo que se puede pensar, -

en una correlación entre la maouruci6n morfol6gica y la ex -

presión de los marcadores celulares. 

Lotem (110) determinó que esta secuencia podía ser uti

lizada para definir los estados de maduraci6n que no siempre 

son obvios cuando se relacionan los cambios en ln apariencia 

mor1'ol6gicél. 

Lotem y Habellino (111), dividen la relaci6n entre los 

marcadores o los sitios receptores con el proceso de modura

ci6n morfol6gica en seis rases: Fose l: no hay presencia de

receptores (mieloblasto y promielocito), Fase 2: presencia 

de receptores para Fe (de mielocitos hasta polimorfonuclea -

res), Fase 3: aum~nto de receptores pare Fe y presencia de -
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sitios pura el complemento C9, Fase 4: presencio de recepto-... 
res para Fe y c2 , ~~se 5: aparici6n de los primeros marcado

res pare1 el complemento c1 (neutr6filos moduros y monocitos) 

Fase 6: presencia de receptores pnra re y C1 en macr6fagos -

activados. 

Se ha demostrado que el MGI parcialmente purificado, 

induce ln formación de célulns ntorfol6gicamente maduras, pe

ro sin receptores para F~ y c3 (112), demostrando de esta 

forma que existe una clol6cula diferente al ~~I que es lu ~n

ductora a la formaci6n de ~eceptores para Fe y c3 en c6lulas 

de ml:dula 6sea • 
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FISIOLOGIA D~L RI~ON 

L.!!. nefrona. Los riñones, que en su conjunto constituyen 

el 0.5 por 100 de todo el peso corporal, reciben el 20 por -

100 del consumo cardíaco. Cada día pasan aproximadamente 

1, 500 litros de sangre a trovbs de los ririones, 150 litros

penetran cada día por los t6bulos contorneados proximales 

como orina potenciul y se producen 1.5 litros de orina en el 

adulto metabolicamente estable. La unidad funcional de la a_g, 

tividad renal es la ncfrona, de las cuales cnda rióon conti~ 

ne aproximadamente 1.5 millones. Comprendidos dentro de lu -

nefrona están el asa copilar glomerular, el túbulo contorne!!_ 

do proximal, el asn de Henle, el tdbulo contorneado distal y 

el conducto colector, que se une con los dem6s conductos pa

ra alcanzar en óltima instancia a la pelvis renal. 

~unci6n glomelar. ~l flujo sanguíneo glomelar es regu

lado por las arteriolas aferentes (preglomerular) y eferen 

tes (posglomerular). La funci6n principal del asa capilar 

glomerular es la filtración, por medio de la cual los líqui

dos y solutos asociados abandonan el torrente circulatorio -

para formar parte de la orina. La presi6n de filtración, el

empuje que expele liquido de la luz capilar, es la suma net_! 

de la presi6n hidrost6tica dirigida hacia fuera y la presi6n 

osm6tica coloidal dirigida hacia dentro. Los niveles de pro

teína s6rico son los que determinan principalmente la pre 

si6n osm6tica, mientras que los cambios en lo constricci6n -
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arteriolar regulan la presión hidrost6tica intracapilar. 

Despu6s de abondonur la luz del capilar, el filtrado a

traviesa la masa de elementos celulares y acelulnres que pe!:, 

miten pasar a los solutos del plnsma pero que privan el paso 

a las moléculas mús grandes, particu lfll·men te lus proteínas. 

Normalm~nte penetran el filtrado pequerias cantidades de las-

proteínas plasmfiticas mfls pequeiias. Ln heruo~lobinn, eme es -

una molécula compvcta esférica, pucue pasar flicilmente el 

filtro, pero su presencia en el plasma es anormnl. (.;unncto 

~i presi6n hidrost~tica es excepcionnlmcnte alta, pueden 

penetrar cantidutles unormules de proteínas en el fi ltrndo, -

y lo misic¡o sucede si existe lesi6n del endotelio, membrana -

b~sal o estructuras epiteliales que constituyen la barrera -

física, o si existen en el plasmo mol6culus proteicas excep

cionalmente pequeñas de cualquier origen. 

!f.! túbu lo proximal. Los 150 litros de fil trauo que pe -

netran en el túbulo contorneado contienen más de l kg tle cl2 

ruro de sodio e innumerables constituyentes mAs. Mientras 

atraviesa el t(1bulo contorneado proximal, la "preorina" pie!: 

de del 80 al 85 por 100 de sus aguas y soles, y virtualmente 

todos sus azúcares, aminoácidos y proteinns. Las células 

epiteliales que cubren este segmento consumen energía en lu

reabsorci6n de sodio; el agua y el cloruro acompañan pasiva

mente hacia lu circulaci6n general al sodio reabsorbido. Es

ta porci6n de la regulaci6n de sal y agua no responde al -

cambio de los estímulos fisiol6gicos y su regulaci6n final -



se produce m6s distalmente. 

fil filill ,!!! Henle. La recuperación ele líquido y electról!. 

tos en el túbulo contorneado proximal reduce el volumen por

minuto del contenido tubulor de 120 ml a 20 ml, pero una 

excreci6n a este ritmo protlucir1a uún 29 litros de orina al

día. Cuando el líquido tubular penetra en el usu de l~nle 

es isoosm6tico con el plasma (aprox. 300 mOsm/L) ; el asa -

desciende dentro de la ml.!clula renal, donde el líquido intcr.§. 

ticial es intensamente hipert6nico. i:.;1 ag1·0 y los electroli

tos se mueven entre la luz tubular y el liquido iutersticiul 

en una serie de relaciones complejas conocidos como multi 

plicoci6n contracorriente de concentrnci6n. ~cspuAs de su 

paso a través del asu de Henle, el líquido que penetra en el 

t6bulo contorneado tiistal es hipot6nico con relación al 11 -

quido intersticial concentrado situado por fuera del tdbulo. 

§! túbulo contorneuuo distul. En el t6bulo contorncouo

distal y conductores colectores se produce el ajuste, dQl 

volumen y composici6n electrolítica de lu orina. La hormona

antidiur6tica controla el volumen de excreci6n voriando la -

interacci6n entre el conteni~o tubular diluido y el liquido

intersticial concentrado. Cuando est6 presente la hormona 

antidiur6tica, la pared de estos segmentos se hoce permeable 

al a~ua sin soluto. Desde el liquido intersticial el agua -

retorna a la circulaci6n, conservando de estu manera el agua 

corporal y dejando una orina b~stonte concentrada. Sin horm~ 

na antidiur6tica, las paredes se oponen nl movimiento hídri-



co, el líquido tubular permanece hipot6nico y se excretan 

grandes contidades de orina diluída. 

'l'anto el túbulo contorneado proximal como distal po rti

cipan en la regulaci6n ácido-base y del i6n potasio. ~n el -

túbulo proximal se extraen potasio y bicarbonato del filtra

do, en tanto que aumenta el contenido de hidrogeniones del -

líquido tubular. El epitelio del túbulo proximal regenera 

i6nes de bicarbonato y los restaura a la circulaci6n con 

i6nes de sodio. En el túbulo distal el epitelio regula la 

excreción de hidrogcniones y potasio; mientras que el orga -

nismo mantenga un equilibrio metabólico aproximado, estos 

i6nes. se excretan de una manera aproximadamente recíproca. 

El exceso de hidrogeniones se excreta combinándolo con amo -

níaco (para formar i6nes de amoniaco) o con amorti~uadores -

filtrados tales como HP03ª • 

Cuando aumenta la excreción de u+ la concentraci6n uri

naria de K+ disminuye. Si las reservas orgánicas de potasio-... 
estltn reducidas, se conservflrá K+ y se excretará a+. Esto 

puede ocurrir aunque el estímulo para la depleci6n de K+ con 

duzca a la alcalosis generalizada, de forma que la orina pus_ 

da ser, paradojicamente, ácida en presencia .de una alcalosis 

corporal total (113). 



El examen general de orina incluye ln observaci6n del -

color, concentración, pH de orina, conjuntamente con el exa

men microscópico de los elementos formes y la investigaci6n

de elementos patol6gicamente significativos que no existen -

normalmente, tales como glucosa, proteína, sangre, cuerpos -

cet6nicos y pigmentos biliares (121). 

El pH de la orina. El pH normal es ligeramente 6cido, -

aproximadamente de 6, cuando se consume una dieta normal de

residuos ácidos. Los limites de variaci6n de pH son de 

4.5 hasta cerca de 9. Cuando existe una funci6n renal ade -

cuada, el pH de la orinll tiende n reflejar el pU del plasma. 

Color. La orina normal varía en color del amarillo pál!. 

do al amarillo intenso dependiendo de la concentrnci6n de 

los solutos. Aunque generalmente transparente, la orina pue

de hacerse turbia cuando se le deja curante cierto tiempo, -

o si los uratos precipitan en la orina ~cida ~ los fosfotos

precipitan a un pH alcalino. El cambio patol6gico significa

tivo m~s frecuente del color es el resultado de la presencia 

de sangre productos de degradación de la hemoglobina o bili

rrubina y sus metabolitos. 

Proteínas. Una excreción proteica superior a 150 mg al

día casi siempre es significativa. La proteína mbs frecuente 

es la alb6mina. La albuminuria indica, frecuentemente, una -

permeabilidad glomerular anormal debida bien a enfermedad -



gloruerular intrínseca bien a modificuciones en la p~esi6n -

sanguínea, como hipertensi6n y anormalidad de las venas re-

nales. 

Cuerpos cet6nicos. Si los tejidos necesitan ngotar las

reservos disponibles de glucosa, la combusti6n de las gra -

sas sustituye a la glucosa corno fuente de energía. Como el -

metabolismo de las grasas, en condiciones patológicas, no es 

completo, se acumulan metaboli tos intermedios como son los -

cuerpos cet6nicos que se excretan en la orina. Los cuer~os -

cet6nicos encontrodos en la orina son el ácido beta-hidroxi

butírico, el ácido acetoac~tico y la acetona. 

l!:xnmcn microscópico !!,ti ::;edimento. 1!.l sedimento urina -

rio que contiene cblulas y otros elementos formes constitu -

ye uno muestr<1 directa de la mo11 fologia del tracto urinario. 

Los elementos Que aparecen son los ~lóbulos rojos, los gl6 -

bulos blancos, lns c6lulas epiteliales, los cilindros. 

Cristales. Ln mayoría de los cristales o sustancias 

amorfas tienen poco significado clínico. Los cristales se h~ 

cen importantes en nlgunos transtornos del metabolismo de 

los aminoAcidos, particularmente de la cistina, leucina o 

tirosina. 

Los hallaz~os m6s frecuentes en el sedimento urinario -

son los uratos cristalinos o amorfos, el oxalato de cnlc!ó 

y los fosfatos cristalinos o amorfos. La bilirrubina y el 

colesterol ¡>ueden aparecer ocasionalmente como cristales 

urinarios. 



Se ha descrito la existencia de un factor, 'tlfe induce a 

lél formaci6n !u vi tro de si tilJS receptores para Fe (Fe tl.I) en 

células de médula 6sea de rat6n. Bl factor se encontr6 en m! 

dio condicionado obtenido de la líneo leucémica de tipo mu -

crófog;o 1rn19 • .M. l, la cu a 1 fue estimu lc.icla coa lipopolisocári

do (LPS) t)rovenientes de la bacteriD Salmonella typhosu. Bl

µeso molecular del FcRI obtenido fue de lG 000 daltones y 

con un pH isoeléctrico de 7.4. 

Sl FcRI presentó características de tipo proteínico, al 

ser una mol6cula termol6bil y susceptible a la acci6n cnzi -

wática de la tripsinu. 

Las moléculus con peso moleculllr de menos de 60 000 <lul 

tunes, están por debajo del limite de corte de la filtraci6n 

glomcrular del rifion humano, por lo que es posible que el -

factor (f'cRI) sea eliminudo en la orina, es de esperurse que 

también se encuentre en diversas fuentes de origen murino 

(suero endot6xico, medio condicionado, etc), en consecuencia 

es posible determinar el Fe In en di versos medios de origen -

murino y encontrarlo en la orina humana por la semejAnza con 

los factores de difcrenciaci6n celular. 



Se desea obtener une fuente rica en el factor Fci~I, pa

ra proceder a su purificoci6n, y en un futuro al estu io bá

sico de la mol6cula y su posible aplicaci6n diagn6sti a y -

terapéutica. j 
Para ello se tleterminarA el nivel tlel FcUI en di ersas-

fuentes murinas, se comparar6 con el nivel detectado n ori

na humana, y se proceder{) n efectuar una purificación pvr --

cial a partir del mejor medio • 
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l.- Obtener diversas fuentes (suero normal, leucémico y en -

dotó::i.i.co cte.) de ori~en murino, con actividad biológi -

co de F'clU. 

2.- Identificnr el !actor (FcHI) en las diversas fuentes an

teriores. 

3.- Caracterizar el F'cHI, determinando su peso molecular y -

su punto isoe16ctrico, en las fuentes murinas, en que se 

haya encontrado. 

4.- Ic1entificf1r el factor (FcHI) en orina humana. 

s.- Caracterizar el FcilI en orina humana determinando su pe

so molecular, punto isoel6ctrico así como que tipo de 

proteína ~s. 

6.- Purificaci6n parcial del factor (FcRI) en la fuente que

presente mayor rendimiento. 

4 1 



HIPOTE5lS 

Dado que la mol~cula de FcHI ha sido detectada en un m~ 

dio de origen murino junto con otros factores de diferencia

ci6n, se esperaría que en otros medios concli cionados del mis 

mo, también se encuentre el FcRI. 

Asimismo, dado que el factor presenta un peso molecular 

de alrededor de 16 000 daltones, esperamos encontrarlo en lo 

orina humana. 
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l.- .Agitador Magn6tico 

2.- áhuja esteril desecha
ble 

3 .- ,\utoclave 

4.- Balanza Analítica 

5 .- Balanv.a 01 

6 .- Baño térmico con Agi-
tador 

MAHC.t~ 

N.J,GNESTIU 

YA~ 

IMMSA 

MS'rTLl!.H 

Scientific 
Products 

Lindber¡¡; 

NUD~LO 

1250 

20 X 32 nm 
(1 1/4) 

AV3860 

u54,m 

lll302-l 

53166 

7.- Bulbos para pipeta il~LLCv GLA~~I~u 1225wllll 

B.- Cajas de Petri de Plás 

9.-

tico Durango Vela, 
S.A. 

Centrifu.ga lll:.CKNAN 

12533 

TJ-6 

10.- Centrifuga Hefrigerada J-6· (6000 rpm) 

11.- Cronómetro 

12.- ~splitula de Acero 
inoxidable 

13.- Espectrofotómetro 

14.- Hemocit6metro 

15.- Incubadora 

16.- Liofilisador 

17.- M~traces aforados 

18.- Matraz erlenmeyer 

General t:lectl'iC 8Rl 

;:>OLINv.\ 76 cm. 

Bl:.CK!-u~N IR-4260 

: SU!'El.UUH Tiefe 0.100 

Forma Scientific 3157 

s. l'. 06805 

P.YI&X 5641 

PYmi.;x 4980 

19.- Matraz Ki tasato (2000ml)PJW~X 5340 

mm. 

20.- Mechero HA.NAV Touch-o-Matic 

21.- Medidor de Conductividad Bt:CJUtl.AN Type RC..16C 



22.- Microscopio 

23.- Microscopio Invertido 

24.- Papel Parafilm "M" 

25.- Parrilla con agitador 
Magnético 

26 .- Pipetas de precisi 6n 

27.- Pipetas graduados 

28.- Pipetéis -Pasteur 

29.- Porta objetos 

30.- Potenci6metro 

31.- Probetas graduadas 

32.- Refrigerador 

33.- Resirculador 

34.- Soporte 

MllHCA 

~1¿;¿ 

.American 
Upticol 

ilntericon 
Comp;:1ny 

American 
Optical 

Scientific 
Products 

BELLCO 

W.!.UCO 

NGW LAUD..11 

Scientific 
1)roduct s 

35.- Termómetro (-20 a llOºC) Fisher 
Scientific 

• 36.- Tubos de ensaye PYHEX 

37.- Tubos para ultracentri -
fuga llECKHilN 

38.- Ul tracentrifuga • Ut;CKM.AN 

39.- Vasos de precipitado ~YREX 

40.- Volt-OHM-Milliamneter 62 S.P. 

Standard 14 

1810 

06830 

2156 

B7025-l 

(lOX0.2ml) 

4771 

26 X 76 mm. 

3500 

20024-IJ 

UL.'l'358A 

K2HD 

C5950-l 

l4-986B 

9820 

326815 

L5-65 

100 y 1000 ml. 
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LINB1~ C~LULAl.{. La linea celular de tipo leucémico en -

estudio fue la WlU9m.l con características fagocíticus, se -

cretora de lisozima, de etiología viral (proporcionada por -

el Dr. Jay Unkeless de Rockefeller University New York U.S.A 

MWIO CUNüIClONAL>u. (M. c.). 1,ara obtener el mellio cond,i 

cion~do donde se encontrab8 ln proteína diferenciadora MGI -

y el r'cHI, se estimuló a las c6lulns de la líne•i- leucémica -

con 10 ug/ml de lipopolisaclirido (LPS) proveniente de la ba_g, 

teria Salmonella typhosa (Difco U.S.A), el M.C. se obtuvo -

de manera est6ril en fracciones de 5 ml, husta colectHr un -

volumen de 500 ml. 

CELULJ1S INDilii:;h'..l!;jl;CJAJ.JAS. La fuente de células indifere!!. 

ciadas fue, la médula 6sea de ratones de la cepa CU-1 de am

bos sexos de 6 a 8 semanas de ednd, adem6s se ernple6 suero -

de éstos. 

EHI'l'HOCI'fú:; DE CAl{N~HO. Los eritrocitos se obtienen cle

carneros machos sanos sangrados en forma aséptica, vertidos

en soluci6n de Alsever en proporci6n l:l. 

INMUNúGLú»ULINAS G (IgG). Se us6 inmunoglobulina G (Co,.t 

dis labs. u.s.A.). Se emple6 en una diluci6n 1:100, se di 

luían 10 microlitros de 6sta en 16 ml de SAF, parn al empleo 

Se emple6 adem~s orina de origen humano, recogida des -

pu~s de que se dejó escapar el flujo inicial y mantenida en

congelaci6n hasta su empleo. 
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M!!.""l'OOOS Y TLCNICA5 I 

OS~A (FcIU) 



M~'f ODOS 

'l'ECNIC.1lS UlO~UIMl<;~~ 

PlfüCwIHI~N'1'U lJl!. l:ii!..i' .IÜ(,¡\CION l:M~Auu;:, ~N ~L 1"".C:bU 
MOL.C:~ULAi{ 

1Jli1.LI::Hci. 

En nuestro ceso por los antecedentes bioquímicos del 

f'cHI se emple6 un amortir:;undor-'ffüs-..:.tt1.>l/5 nM u un pH de 7.7 

a una temµerAtura de 4°C y cinco ml de M.C. fueron dializa -

dos con agitaci6n continua y se observ6 que parte de la ne -

tividéld c.lel Fc1U se perdía. En consecuencia, se dializó en -

un saco de celofán benzoilrtlo (corte de 2,000 deltones apro

ximadnmente). 

Para determinar el peso molecular del ~~NI se utiliz6 

una columna de Sephadex G-50 para pesos moleculares de 

1,500 a 30,000 daltones, la elección de esto columna se hizo 

bas~ndose en los resultados de la diolisis anterior, se pa -

saron por la columna 5 ml del M.C. dializado previamente en

celoi'án benzoilado y se eluye con .'l'lUS-HCl 75 mM a pH 7.7. 

La preparaci6n del gel es de la siguiente manera, el 

gel se puede hinchnr en el amortirsuador TIUS-HCl 75 mM a un 

pll de 7.7 durante 3 horas a una temperntura de 92°C, o se 

deja remojando toda una noche, después de esto se empaca la-
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columna K 9/'11 (Pharmacia Fine Chemicul Suecia). Se lava el

gel con la soluci 6n amortiduadora a un flujo de 4 cm/hora. 

Se calibra la columna con proteína de peso molecular 

conocido, (lnhibidor de Tripsina 20,000 Da., mioglobina ---

17,300 Da. y la lisozima 14,200 Da.), ademAs se emplea azul

de dextrano para calcular el volumen de exclusión. (121). 

1>1füC~DIMIC:N'fU JJ~ S~P.1\i(ilCILIN UJ.Sdl)U ~N L4 
CAHGA BLECTHICA. 

Las propiedades características ácido-básicas de las 

proteínas permiten la separación y el an6lisis de mezclas de 

éstas, utilizando las t6cnicas de electroenfoque isoelé~tri 

co 6 cormatogrufia de intercambio i6nico. Debido a que el 

FcHI y el MGI p_rovicnen del mismo medio condicionado, para -

diferenciarlos considerando que son dos proteínas diferentes 

esperamos que tuvieran diferente pll, por lo cual se procedi6 

a determinar su pH isoel6ctrico, conociendo 6ste, se podria

puriíicar el Fc.1.U mediante unn cromato3rafía de intercambio

i6nico, y a la vez se di ferenciar{a el l''cRI del MGI del M.C. 

de la linea Leuc~micn WR19 M.1. 

El electroeníoque tu6 de tipo preparativo en capa grue

sa (0.5 cm. espesor de la cama) con Sephadex G-75, se coloc,! 

41J 



ron 30 ml (pll 6.6) del M.C., WH19M.l del que -previam~!!_te se

había eliminado las stiles y el inclicndor de pll del medio 

~agle (rojo fenol), hnci(rndole pasnr por una columna ue G-50 

de esta cromatografía las fraccciones que contenien proteína 

detectada a 280 nM sumoron 115 ml los cunles se concentraron 

por ventilación a 15 ml en un soco de celofAn benzoilodo. Bl 

rnngo de pll utiliz8do en este electroenfoque fue con anfoli

nas de 3 a 10, el pll se detcrmin6 directamente en ln cama y

las fracciones se diluyeron con 3 ml de PtlS, los filtrados -

se 111nntuvieron a 4°C hasta efectuar el ensayo biol6:?;ico. 

lJJ.:/l'.l!~i\.ililt\.At:HJi'i 1.JcL l't.::ilJ i'lüLL(.;l.JL."11{ lJ.i:.. l•'cRI 
11uH u LTH • .-...;i.:..NTi~n UG1;{.;lUN 

Norm~ndonos por el objetivo de c"racterizar el 1··c1u y -

con la finalidad de obtener otrél cstimvci6n ele su peso mole

cular por uno t~cnic~ diferente a la de cromatogrnf{a, se -

procedió a determinar ~ste por medio de ultracentrifugoci6n. 

Se empleoron unicomente les frDcciones del electroenfoque 

previo con actividnd de MGI ( pll 5.1 ) y F'cRI (pH 7.6 ) 

10 ul, de cada una. 

Se emple6 un gradiente formado con sacarosa de 0.5 % a 

28 % disuelto en 1'HIS 40 mN, pll 7.25 a sºc, el gradiente 

fue lineal preporodo de acuerdo nl procedimiento Martin y 

Ames (116), en un formador de gradiente Beckman. Cinco mili

litros de la solución grndiente y problemas, se centrifuga -

ron a 65,000 rpm durante 18 horas o s0 c, en tubos de nitrato 



de celulosa con un rotor SW-65 (Beckman Instruments, Palo 

Alto, Calif. Al termino de le centrifugoci6n se 1~rfor6 el -

fondo de los tubos y se colectaron 32 fracciones en gotas de 

25 microlitros cndn una. Posteriormente coda frncci6n fue di 
' -

luída a 500 microlit.ros para poder determinar su absorbnncia 

a 280 nM parél cunntificnr las prote!rn:1s en general y a 410nM 

para las hemoproteínas. Para evaluar a la lisozirna se ernple6 

el ensnyo biológico enzimático. (verlo mas üdelante). 

Los estandar internos emple:idos fueron 10 ug de lisozi-

ma, 10 ug de mioglobina, media hemoglobina humnna y 10 ug 

ele ovoéllbúmina, todos diluidos en amortiguador THIS-HCl, 

pH 7.25 a 5°c. 

Los problemas 10 ul de las fracciones con octivid~d 

FcHI y MGI. 



'f~CNICAS ESPEC'l'iWl•UTUl'll~l'iUCAS PAH,\ lJC:'l'l~HNIN1~~IUN 

Dr. .k1ifüTEIN.:1S 

Las siguientes t6cnicas que se describen m6s adelante -

como son: el l'i~todo de Lowry, Método de Bradford y la deter

minoci6n biol6gica de la lisozima, se em~learon paro preci -

sar las fracciones en que npnrecian los pP tronos internos 

en las cromnto~rDfias. 

MDTüDu lJl!. LO\dY Ml1Ulf'IC1dJU PALi.A L~T EHMINáH PHü'l'E.lNi~ • 

(0.05 mg A 0.02 mg) 

( 124 ) 

Este m6todo se basa en la presencia de tirosina y trip

tofano en las proteínas. Los reactivos son: Soluci6n A. 

Noüll (O. lN) conteniendo Nu3CU3 ::il 2 /(>. So lución i3. CuSU4 al 

l % (refrigerar). Soluci6n c. Tartrato de sodio y potasio al 

2% (refrigerado). Soluci6n D. Reactivo de Folin-Cicalteu di

luido 2:1 con 0gua destilad3 recien preparada. 

M~todo: 

l.- a) Mezclar l ml de la soluci6n B con 1 ml de ln solución 

e, agitar y aforar a 25 ml con la soluci6n A, agitar

perfectamente. 

b) Mezclar 1 ml de Folin-Cicoltcu en o.5 ml de agua. 

2.- Curva Patr6n. De una soluci6n de albúmina bovino l m,g/ml 

en agua, tomar 0,5,10,15,20,30 microlitros, que co1·res -

ponden a 0,5,10,15,20 y 30 microgramos de olbómina. En -

cada cuso completar a 50 microlitros con agua adicionan-

u 



do 50,45,40,35,30 y 20 microlitros de agua. 

3.- Problemu: Adicionar a cada tubo 3 concentraciones ere -

cientes de proteína (entre 5 y 30 microgramos), cornple -

ter a 50 microlitros con ogua. 

4.- llespu~s de completm" la curvft ¡wtr6n y los problemas 

adicionar 1 ml de l~ mezclD de las soluciones A+B+C y 

agitar en vortex perfectamente. 

5.- Dejar reposnr 10 min. a temperatura ambiente y edicionar 

50 microlitros o CAd~ tubo de le diluci6n de ~~lin 

Cic~lteu, agitando coda tubo inmeoiatamente en el vortcx 

6.- Dejar reposar 10 min. a temperatura ambiente y leer en -

el esnectrof6tumetro u 540 nm, us~ndo como blnnco el tu-

bo número l de ln curva pntr6n, sin nlbúmina. (124). 

M1!.'i\.il.Jv lJE IJK..\.i.Jl· u1.W l>iUlJ1l· ICi.d)u P 1\.i(,~ 
UC:l'i!.iU'IINA~{ i 1iruT~INA 

Este es un método rápido y muy sensible por11 el micro -

análisis se basa en la absorción m6xi.ma (595nm), ue unu so -

luci6n ácida de Coomassie ilrilliont Blue G-250, cuando se 

une e una proteína. Los renctivos son los siguientes: el 

Coomossie brilliant blue G-250 (100 mg), se disuelve en 50 -

ml de etanol (95 %), a esta soluci6n se le agregan 100 ml de 

Acido fosf6rico y se disuelve perfectamente. 

El ensayo se realiz6 de lo siguiente forma: se coloca -

ban 100 ul de muestra en la cubeta y se afiadían 2.5 ml de 

reactivo, se esperaban aproximadamente 2 minutos y se reali

zaba la lectura a 595 nm. Para la calibraci6n se emple6 



alb6mina bovina (115). 

D~Ti:.:1'.HINr'ü.;IuN lHULO<ilCA-E5PBC'l'~W1'"üTüMET.Jtil;,\ .LJb L.A 
;\C'l'l \/IU,\lJ l31ULUGICA 1.Jl!. L,¡ LI:::>Ui:HlA 

Esta pruebn se baso en lo actividad degradetiva ue lu -

lisozima sobre polvo de pared de bacteria ele Micrococus Lyso 

cleikticus. Los reactivos son los siguientes: polvo de !mete-

ria :33.2 m~/100 ml, solución (1) NnCl (0.3 M), ln soluci6n -

(. ~) l l - se prept1ra con 0.92 g de Na1I2Po4 disueltos en 00 ml cc-

a~uE1 destiloda (soluci6n ./t) y 0.945 g lle ~a2HP04 y disueltos 

en 400 ml ele a~nn destilad[! (sol11ción 13), se hace un<~ solu -

ci6n de 3 partes de A con uno porte de B y se ajusta el pH -

ll 6.3, después se le ai.r,rega el polvo tle bacteria, procedien

dose a incubar 4 hrs a 4°C antes de su empleo. 

lU ensDyo se rea lize de lé1 sii;ui ente manera: se colo can 

0.5 ml de la soluci6n l, m6s l.5 ml de la soluci6n 2, se di

suelve y se coloca en el e~~ectrofot6metro en donde se afiade 

l ml de la muestra que contiene la.lisozimn y se lee a 540 -

nm, ln velocidad de degr~d~ci6n del polvo de b~cteria.(125) 



Mt,1'0DüS Y 'l'ECNlC1\S 1-'AHA L,\ IJl~./l'~t{¡\ilNACiüN lJ~ L.A ~\C'l'!VllJ.úLJ 
BlOLOGH.:.\ lJE L~~ 1'1•U'l'KfN/1 lNiJUCTUl~A 

A ifücc:.enh~~ Fe 

La actividod l.>iol6gica de la lfl'Oteína inductora CJ receQ 

tares f~, fué el 6nico indice para seguir n ln proteína en -

los procedimientos <le separación bioquímicas que se hicie 

ron en este proyecto, m6s específicm~1ente le canti<l<1d tic ro-

setas our unidütl de volumen concentrado con nrote!nu, caneen 

trHdo hecho con lns técnicas bioquímicas ontes descritvs. 

La inc1ucci6n n ln producción tic receptores fl Fe, se hi

zo en célulfls tle m6clula 6se11 de f~1~1ur de ratón ele ln cepn 

CL-1, lCTs cuales se extraen por ln t~cnicn descri tu mf1s ncie

lante, el grEtdo de producci6n <le receptores parn l'c se evé1 -

lu6 con lo producción de rosetns con eritrocitos oc carnero-

sc~ún la metodologío sii;uicnte: (119) 

l.- Sacrificar ratones de 4 a 6 semanas medinnte la dislo -

caci6n cefnlo-mcdulur. 

2.- übtener f~mures, colocarlos rápidamente en cajos de Pe

tri con medio Eagle. 

3.- En una campana eliminnr la mayor cantidocl ele tejido mu~ 

cular circundnnte del f~mur. 

4.- Perforar nmbos extremos del f~mnr con una jeringa de 

1 ml y hacer fluir medio Eagle por los extremos, hasta

desalojar el mayor número posible de células. 
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5.- Colectar las células en un tubo c6nico est~ril y centri-

fugnrlas. 

6.- Hesuspender en medio Engle y proceder a contar en un he

mocit6metro, posteriormente diluir con medio ERgle has -

ta obtener la canticlcHl deseada. 

TECNICA DE ROSETAS 

Parn estn técnica empleclmos eritrocitos de carnero, -

extraídos de la yugulnr estérilmente, se colocaron en solu-

ci6n también estéril de Alsevers, tiejendolos reposar duran--

te unn semana, 11osterioru1eute reelizl:mos un conteo con 11emo 

cit6metro pnrn diluir y poder tomar 109 células /ml. y os!--

manejor volurnenes mcdibles fácilmente. 

Los eritrocitos se sometieron a un proceso de lavado --

con PUS, pnrn retir~rlos de la soluci6n ~lsevcrs, posterio~ 

mente se les fHli.cion6 4.G ml de IgG (IgG diluídéi 1/1 800 en-

P8S) y la misma cnntidad de 11BS. Se mantuvieron los eritro-

ci tos en baño Hnr-í u a 37°C c1urémt e 30 minutos, al t6rmino --

del período se lnvr·ron dos veces con PBb parn quitar el exce 
. . -

dente de IgG, por último se resu~0 -~1cnclicron en 10 ml. de PBS. 

Previamente se scmbrDron 5 millones de c6lulas de médu-

la 6sea de rat6n por caja de Petri, adicionando medio ue ~a
gle y suero al 10 ~ m~s la sustancia problema (muestras obt~ 

ni das en la purificnci6n). Las comliciones de incubnci6n fu,! 

ron: humedad a punto de rocío, temperatura 37°C y atm6sfera

con 10 % de C02 durante un .periodo de 48 hrs. nl cebo de la-



incubación, se recogió el medio en tubos c6nicos de centrífu -
go clespef?:ondo las células adheridos o la coja con un gendar-

me. 

Las c6lulas fueron centrifur;nd<1s o 500 X g. durante 3. -

minutos. Como paso ~if!;ttiente los células se lnvaron 3 veces-

con PBS y por 6ltimo resuspendidaé. Les ugregamos un volumen 

suficiente de eritrocitos preparados con IgG (relaci6n 50 

~lobulos rojos por cndn célula), lue~o fueron incubadas a 

37°c en bníío María durnnt e 30 minutos, posterior!!1ente se re-

suspendieron las c6lulos con una pipeta Pasteu1·, tomamos una 

q;otc-1 18 que colocnmos en el hemocit6metro. l~n el conteo mi -

crosc6pico de rosctos, el criteo pfll'fi considerar que unél cé-

lula indiferenciacln de m6duln 6sea ele rat6n, poseía ya lél 

ca!rncidacl de fornléJr rosetas por inclucci6n lic l I··cHI, er6. el -

si~tiiento:que debían ~e tcnef 6 o mAs eritrocitos adheridos

ª ceda célula de m6dula 6sea de ratón. 

Control positivo y negativo. El control positivo se em

ple6 medio condicionado proveniente de pulm6n de rnt6n ugre

g0ndose en un 10 ~ por plato Petri. PDrD el control negntivo 

se le agre~6 un 10 % de medio Eagle solamente. (119). 

,, 



DB'l'i!.HMlN.:\C.:lUN 1J~ ,\t;'l'lVIuAD ve. NGI 
'l'l.SCNIC1\ IJE L\ J.HCiü'it. 

Lu actividad de MGI se detect6 con base en la pro 

ducci6n de colonias de ~ranulocitos y macr6fa~os, empleando-

cAlulus precursoras obtenidas de lo n1éduln 6sea de f6mur de-

rut6n cte ln cepa CU-1, mcdinnte la utilizoci6n de la t6cnica 

de bicapn en nr;nr y cmp lenndo cajas de Pctri ele 60 X 15 mm. 

~~te método (119) consiste en: 

l.- Se coloc6 una cepa inferior con agar ul 5% (2 ml), 

medio de ~agle doble (l.O ml) stlero fetül al 10 ~ 

(0.5 ml ). Se mantuvo 15 minutos el n~nr D temncratu-

ro <1mbiente (durante éste lrttiso se .s::cri.fic6 nl rnt6n 

y se extrajeron las c6lulas de médula 6sen). 

2.- Posteriormente se coloca unél capn su¡:rnr·ior, contenie.!l 

do 2gnr al 1.5 % (l.O ml) medio de ~R~le sencillo 

(2.5 ml) con to5 c6lulas de m~dulo 6sea/ml y se <leja-

reposnr 20 minutos para que tome consistenciu el gel-

antes de introducir el cultivo a la incubvdora. 

El agar se diluy6 con agua bidestilnda para no ulte 

rar la concentraci6n de sales, esteriliz~ndose en 

autoclnve y nantent~ndose en bafio María a 46°C, ontes 

de usarse. Para observar resultDdos se esperaba de 

5 a 7 días. 



i•i}!;'l'ülJvS Y T~CNI~AS II 

Y UHIN1t HUMANA 



BNSAYO CON CELULOSA liOSFATO 

Conociendo el peso molecular del f•'cRI y su i>unto isoe -

l~ctrico se intent6 adelantar el disefio de ·una purificaci6n

pélra lo que se procedió de la siguiente manera: parH elimi -

nar sales se pasaron 100 ml del M.C.,WR19M.l en una columna

de G-15 eluida con 'l'HIS-HCl 75 mM, después de pasarlo por la 

column~ se recuper6 el volumen excluido el que se diluyó 5 -

veces dando un volumen final de 500 ml. Se toma la fracci6n

de 215 ml que presenta por absorbancia a 280 nM la mayor co~ 

centraci6n de proteína, se concentra aproximadamente 11 ve -

ces por liofilizaci6n quedando 10 ml. Este concentrado se hi 

zo µas<1r por un~ columna de celulosa fosfato (pH 6 a 4°C ,

amortiguada con 6cido succínico 0.020 M.). 

Se eluy6 mediante un gradiente con 200 ml de amortigua

dor de succinato 20 mM pH 6 y 0.5 M de NaCl. En el ensayo 

biol6gico se detectnron las fracciones donde apareci6 el -

FcRI en el gradiente obteniéndose 35 ml. 

• 



Sien~o que para intentnr producir suficiente FcRI para

um1 posible nurif'ic élCi6n a partir de M .c., WlU9M. l resul tLlría 

costoso, y tomonclo en consicleroci6n el peso molecnln1· tun 

pequeño de este fnctor, se procetii.6 o ev¿1luar la utilidad 

de ll'l orina humnna como fuente de FcHI, ya nue una rnol~cula

de est~ taméJi'to cleuería atraves1-r lD barrera glomerular clcl

riiion con cierta Í<'Cilidad. 

Para ello se tomaron 3 muestres de 3 diferentes donudo

res, se esteriliz~ron y se nrocctii6 n ln realizaci6n del bio 

ensayo descrito en la técnica tle i~osetas, con la cu.:11 se de

terminorá lo existencia del FciH en orina, a cndn plvto de -

c~lulus indiferencindas se le adiciona 0.2 ml de orina huma

na. Asimismo con lo finalidnd de determinar si las sales o -

nlg6n otro elemento tóxico en la orina pudiesen haber afee -

tndo lo act.iviclrid <.lcl FcHI se procedió a dializar en celoflm 

bcnzoilado y nor desnlinizaci6n en columna con G-25 usHndo -

PUS como eluyente. 



BU~t..¿UWA l.>~ UN HbH.H.O ,, 1).t,;1.,,tU~1\A bSt:AL.n lJJdM Ld PüiU!•'IC.ACIUN 
DEL FcRI A }J.i\HTIH D~ vlHNA HUMANA (o.H.) 

Siendo que se detect6 activid8d FcRI en o.u., y que co-

mo mencionnmos es unn fuente ideal porn intentnr utrn purifi-· 

Célción hioqúímica, se intent6 probar a pcquei'ía escala técni

céis clásicE1s de nurific8ci6n. Se comcmz6 con prucb.,is en lo -

tes de .~eles <le intercambio i6nico t<.les como de 1.)1:.:,.\E-celul.2 

sa o prl 8.5 (en nmortiguaclor T:US) y el ~~el de celulosa fos-

fato en Emorti~uador ~e acetato a pH 5, y los de gel de fos-

fatos a 3 diferentes valores de pH (7, 8 y 9) en 'fHIS. El ,. 

ensayo se efectuó en vnsos de precipitado eon 10 g de codo -

cr,el y a la orina empleada se le elimin6 µrevimnente los sa -

les, mediante una columna de G-25. A las dos primeras mues -

trns después de liwarlas con sus respectivos amorti.:;u[l(1ores, 

se les despeg6 lns proteínas con uno solución de NuCl (0.5I·i) 

al mismo pH utilizado, mientras a los de gel de fosfato se -

les despegó con solución salina 0.25 M amortiguada a pH 7. 

La soluci6n que contenía lns proteínas (y posiblemente

el FcRI) se mantuvo en congelaci6n hasta su subsecuente em - / 

pleo en el bioensayo. 

Utilizando 50 ml de O.H. y después de 8 hrs. de electr2 

enfoque a 40 w, se encontr6 un valor de 7.1 para el punto 

isoel6ctrico de este fnctor. 



.l'UHlf'IC11ClüN 1JAH~l;\L DC..L l''cHl DI.!: lllHN,! HUNM~.i~ 
M.t:.UI.1\NTE UNA CuLUMNA lJl!; DE~~~CELULOSA 

La 0.11. recolectada de sujetos normales, se mantenía 

siempre en congelnci6n par;:i evitar su descomposición y pre -

venir atélf!HC de bacterins, hastn que se obtuvieron 4 litros. 

~sta se filtr6 para eliminar lo~ cristules ~recipitarlos que-

se formaban en con~elaci6n, y posteriormente se trataba a 

4°C..: y o pH 7.6 (el que se 8just6 lldicionando ('l'HI~, para pa-

sorla por unn columna de lJEAE-cclulosa. 

Se consider6 :;ertinente diluir ln muestro, parB poder -

trnjar su concluctivid•·d (pll 7 .6 y 4°c,), lo cual aument6 el -

volumen a 5 litros. Uno vez que p8s6 toda la muestra a tra -

ves de la columno se lav6 estli con mno1·tiguador de 'fHIS-HGl

a o.75 mM, pH 7.6 a 4°c. 

Las proteínus se eluyeron con un gradiente de NaCl 

(0.2 M n 1.0 M) con volumen total de un litro. Como la con -

ccntraci6n de proteínas en las tracciones eluidas era muy 

baja, ya que no se pudo detectar por el m~todo de Lowry, se

procedi6 a emplear el m~todo de Bractford. 
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l.Jl.!;'l'Et{Í'llNAi..!IUN ül!.L l11.:.;:::.u i•1UL1:..GULAa DEL F'cH.I J)t,; o.u. 
Dc;L l!:i...U lVü DL LA CüLUMN.<~ 1.J~ lJc;J\~~~LULO::.lJ\ 

Con los 7 ml del tubo de rn6ximu actividad biológica del 

eluido ele lo columna de DC:AC:-celulosa, se procedió a detcr -

minar el ne~o molecular del Fcar, en una columna ~e Sephadex 

G-50. Se eluy6 con 'l'lUS-HCl 75 mM, pll 7.6 y se, calibr6 con -

5 rroteínas de peso molecular conocido (10 ug lle 11emoglobina 

64, 500 Da, 10 ug de anhidrnsa cnrb6nico 30 ,OOO Da. mio.~lo -

bina 17,800 Da. citocromo C 14,000 e insulina 11 1 300 Ua ). 

La co lumn11 fué una K 9/11 ( Pharuwcia l· ine C.:hcmical Suecia),-

el flu,io fué de 4 cm/Hora. 
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l.JE'l'~HMINACIUN lJC:L pll l;:)(J~lliCTHl~U .u~ FcHI J.)~ u.H. 
J.>l!..L COM.;WTHADu DE 1Jl:.:AB-CELULOSA 

Un electroenfoque i'ue nuevamente realizodo en condicio-

nes semejnntes al realizado con el crudo de orino, pero aho-

ra empleando un concentrnclo de 1•cHI que posteriormente se 

purific6 pusan,:010 por una columna de Sephadex G-50, en este 

caso se emple6 hemo~lobina como referencia interna con P.I.-

6.8, esto fué con el nrop6sito de visuulizar el frente ele la 

banda. 

El rnn~o de pH utilizado fué de 3 a 10 (anfolinas 5.4ml 

se utiliz6 una corriente de 20 mA con un poder de 40 w, y un 

tiempo de aplicaci6n del voltaje de 12 hrs. a 4ºc. 
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l fü::> U L 'l' ADO::; 

C.Al~i\C..'T~iGi~ACIUN lJC.:L Fi\.CTOH lNDuCTUl{ IJ.l!.. Li~ 11 UHhiiCIUN 
DE Sl'l'IUS lU~Cl!:Fl'ülfüS U~L Fe ~N t.:i!.LüLúS LJE l1lEJJULil 

. OSBA ( ~cRI ) 

Como este factor ( FcIU ) fuh detect udo en mcclios cond.!, 

cionados ( lt.c. ) por una línea leucérnica la l-IR19 N. l imluc,i 

da con solnci6n de lil)OpolisCJcárídos de :3almonella ty_ph:i:, cn

soluci6n amorti;;ullclora Si1F. (.\r>en.), se procedió u Ct.H'i.tcteri 

zarlo; determinando para ello su [JCSO molecular y punto iso-

eléctrico, y.:-1 c¡ue con estos datos se ,n1ede proceder a un en-

sayo de µurificaci6n de dicha molécula. 

Los resultados de lo diAlisis (Tabla I), nos indica 

ron que el I•'cHI era una molécuia mayor de 2,000 daltones 

pero menor de 20,000 doltones, y que en la diálisis se dcbe

utilizar una membrana de celulosa benzoilada. En adelante 

el material proveniente del M.C. de la lineu leuc6mica, pre-

viamente se dializa en estas condiciones antes de su purifi-

caci6n o determinaci6n biológica. 
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DIAL.IZADO DIALIZADO DI CONTROL 

DI CILULOIA CRUDO SIN 

~ILULOSA llNZOILADA. ... c. 

4Hfro ,.,.,.. , .. ,,. tuero. 

•/•DI ltOSITAS 1 11 , .. ' 
,, 1 

'l't\l3LA I i!.1''.bCTv SUBifü L;~ .Ai,;'l'IVID.ili FclU ~üN'l'~!d1J¡1 .1:..N bL 

M.C. rll!Jl.Jl.4~"l'E U!ALI::>IS i:.i\ ¡~uI...S,l::; lJI.!. 1.ll.l•.C..HEiVl'C.. 

l 1U1W. 

El % de rosetas se midi6 4 días después de sembrar 

8 X io6 células de méduln 6sea de rnt6n con o.s ml de M. c. 
La diálisis tonto en celulosa normal como en la benzoi 

lada se efectu6 contra THI8-HC1 75 mM a 4°C durante toda la 

noche. 
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~stn cromatografía se emnle6 \HirEJ deterrni·nm· el peso -

molecul<1r del FcHI ~)roveniente del M.C., los res:alti dos se -

muestr<•n en la fignrn I donde se dist inr~ucn 3 nims de~ flbsor 

ci6n a 280 nl·l. Siendo oue estos M.C. fueron :H'Oc11i,ciclos en 

é'usencio de :"Ue¡'O en los medios de cultivo no hu·~ si,licla 

tie nroteín<1s detectnbles o 280 nH, sin embrrc;o e;11 lo fi~uro-

1, se nre.=;entn el 'J('rlil obtenido n esta lonr:i tu' de onda 

de moléculas utilizedHs pnre la c~libraci6n (In~bidor de 

tripsina ~ ,ono Da. , mior;lohino 17,300 Va. y lfl lisozinw 

14,200 Un. ) • Como forma de· corrobornr ·que el pi:co pec¡ueúo -

pertenecía n la lisozirna se· detectó ~sta ¡.rnz· me.~fa de su 

bioensayo enzimático o 540 nM ( ver métodos) .. 

hl volumen de e lución en el que aparece la '!Cti vidnd 

biol6gica del FcHI apPrece en lineas punteadas'!! -entre el 

pico clel inhibidor de tripsinn y lé1 mioglobina .. 

- 1H representfir el logaritmo del peso molecular de las 

proteínas patrones (figura II) se estim6 un peso molecular -

de 18,500 daltones rorn el FcUI, interpolando ~l volumen 

de m~xima actividad bioló~ica encontrada. 
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Fig. I Ci.(OMA'l'uGiU\FI.et. i:..N Sl!a'H.uUC,;..\. G-50 

El material que se pas6 por la columna fu6 5 ml. de MC-

\YIU9 M.l en una columna K 15/30 con G-50, eluido con 'l'!US 

HCl 75 mM a pll 7.7 y 4°C. Las fracciones colectadas de 2.5 

ml se leyeron a 280 nM ( • ) • La actividad .del Fc1U fué deter. 

minada mediante lo t~cnica de rosetas ( O ), y la actividud

de la lisozima por ensayo biológico (6 ). 
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La calibraci6n se realiz6 empleando 1>roteinus de refe -

rencia de peso molecular conocido como: Lisozima (14 9200 lJa) 

mioglobina (17 9300 Un) e inhibidor de tripsinn (20,000 Ua )

El peso moleculur del F'c1U se determin6 interpolandose

el pico de mayor actividad biol6gica de 6ste en el volumen -

de eluci6n de la columna con Sephadex G-fl(). 
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DC:'l'EfüilNtlCioN D~ PH ISOELC:C'flUCU l.H~L l"cUI lJBL M.C. 

La figuro III rnuestríl en donde se encontr6 la mayor oc

ti vid;1d por a lé1 formnci6n de rosetas ( pH de 7 .6 ) • 

Mecli ante la t~cnicn ele bicapa en a~¿1r ( 119), se encon-

tr6 c:ue el ~íGI de este M.C. tenía un pll Isoel6ctrico de 5.1. 

Cabe hacer notar uue unicnmentc se present6 l~ activi -

dnd del l1 c1U en una sola frDcci6n obteniéndose 14 '(., de i·ose

tas respecto n un control sin M.C. ele 5 o/>. 

72 



-Q 
111 .., 
ti\ .. • o o .. 
'i • - .. • o ... ~ 

IZ lft • o ,. 
... • • • ..... 
. ! ,.: « • 

10 • ! z o -- .. "' -ó o + o - G 8 z o 
a. :f N 

::e 
a.. ~ e 

4 

1 

o 4 1 12 re 20 32 
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Fig. III U.Ei'l'~rtNINACIUN Dhl. !lH ISU.c.L~CTHl~tJ D.t:L 1"cUI. 

Se hizo un electroenfoque preparativo con 5ephadex 

G-75 superfino empleando 15 ml del concentrado de i•1C-iiRl9M.l 

Se arJlic6 una corriente de 20 mA de 40 watts durante 24 ho -

ras a una temperatura de 4oc. La actividad del FcRI se de 

tect6 por la técnica de rosetas, el pll se uetermin6 en la ca 

ma del electroenfoque a 4°C. La formaci6n de rosetas se de -

tect6 por ensayo bi.ol6gico las colonias por la t~cnica de 

bicapa (ver métodos). 
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.Ub'l'Ei<MINACiliN ubL pf..;:)U MOLGCUL/.I( !J.LL FclU lJC.L M.C. 

PUH U L'1'i<AC.JN'l'ia1"UGi:.ClUN 

En lu fig;ura IV se muestran tE.rnto los picos donde étpa -

recen el FciG, el MGI y lns proteÍnlls estnnd;ir. A partir de

los coeficientes de ~edimcntaci6n conocidos, lisozima (1.91) 

mioglobi nn ( 1. 855) t media hernor~lobina (2. 2) y OVOD lbÚmi na 

(3.55) se determin6 este pm·n el MG y F'c:n dnnc!o 3.0 y 1.1 -

respcctivomentc. Con estos valores se c~lcularon los nesos -

moleculnres por el m6todo de [1lartin y .Ames en lG,500 d::lto 

nes pnro el f''cHI y 45 ,ono d11l tones prn·2 el }IGI, cmp lermdo la 

si~uiente fórmula: 

· donde MMP es la masn molecular del problema 

MMn es la mase molecular ele la hemogloh! 
na (64,500 IJa.) 

es es el coeficiente de sedimentación -h de la hemoglobina ( 4.3) 

es es el coeficiente de sedimentación -p del problema. 
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La ultracentrifugoci6n con gradiente de sncaroea del 

MC-iWIU9M. l nos muestra dos pesos moleculares muy distintos -

para el FcRI y el MGI. La actividad biol6gica del 1''clU se 

determinó añadiendo 10 ul de cada fracci6n del centrifugado

al cultivo de 8 X io6 c6lulas de médula 6seu de rat6n en me

dio Eagle y suero desactivado al 10 ~ de co2 durante 48 hrs. 

y la técnica de rosetas. ~1 MGI se determin6 por la forma 

ci6n de colonias en bicupa de agar (122). 
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Después de reunir los fracciones de concentri1do, para -

calcular el factor de concentraci6n se hizo la lectura de la 

absorb:.:incia a 215nM y 225nM (li1étodo Ultravioleta A 215-225 -

basado en ln absorción del enlnce peµtido en la regi6n 

195-225 nH. 

(Proteínn) u~/rnl = 144 (2.229 - 2.34) = 7.2 ug/ml. 

Concentr.'1ci6n que resulta ser nequeiía por lo que se 

busc6 otro f11cnte. 

Los resultndos inüican nrimero que si hay actividnd de-

1'cHI en ln orinn ya que se encontraron valores de 10, 11 y s~; 

respecto 1.1 nc1;ctivos de 3 % y ridcmfis que hubo un pequeüo - -

aumento en estn octividatl cuando se utiliz6 orinn dializada-

6 dcsalinizadn ( tablu II ). 

BUSt,iUW,\ lJ8 UN HC:'l vW A .lJC.(,fü;J.;A l!SCALA PA1tA L.i\ eU.dFI
Cú~I(JN iJEL l•'ciH .ú PA;n'IH DE 0.íHNl~ HUMANA (o .u.) 

~n la tabla III los resultíldos muestran, que el fector

se per;-6 en DEAE-celulosu pll 8.5 y r-;el de fosfato a pl-1 8. Pa

rn precisur rn6s el pll idoneo poro lo separación clel FcRI,se

procedi6 a tletenninar el pH isoel6ctrico de este pnra ello -

se efectu6 un electroenfoque con o.H. desnlinizada sin nin -

gun otro tratamiento, encontrnndose un pH isoel6ctrico de 

7.4. 
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•1. O! ROS! TAS 
~ 

llU!STRAS ORINA OlllflA 
O lllllA NORMAL 

OIAl..IZAOA OIESALINIZADA 

'º" 0·11 

DONADOR 1 10 •1. 'o •1. 11 •1. 

2 11 •1. '2 •;. 11 •/· . 

5 o .,. 7 •1. 11 •1. 

MUESTRA .. 

NEGATIVA 3 •1. 4 •le 4 .,. 

POSITIVO 23 .,. 30 •/.e 30 .,. 

T úi:)L,1 Il CUM11fü;i3,ü.:IuN lJE L11 l!:.XIS'l'C.NCIJ~ 1)~ l"clU J.:..N lii\IN,1. 

HUM.ttN~\ 

Por los datos de la orinél normnl, se cumprob6 la prese!!. 

cia de FcRI en orina humona. Se agregaron 0.2 ml ue orina 

humana normal, desaliniznda y esterilizada por filtros Milli 

por (poro 22 um ), a cultivos de 8 X 106 c6lulas de m~dula -

6seo de ratón con 10 % de suero de bovino desactivado, encu

bados a punto de rocío a 37°c y 10 l)(i de co
2 

durante 48 hrs • 

La nctividad biol6gico se detect6 con el ensayo de rosetas. 
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MATE .. IAL. 
.,. DE llOS!TAS 

01 .AMORT18UA00ft O/ISP!8AOO 01 PltO T r: fllA S 

or 8U,,ER + 8Ul',!R + SoPOllTI LAVADO. NoCI O .5M ffoCI O.tOM 

DE.U:• c•lulol o 4 •1. 1 •1. "· f. (Tltfl. IH B. 5 > 

GIL coSuloH , .. , ... , ... Lo1 col u los N. f. 
lace I• to p H 01 o •;. 1111or•n 

G•I 411• fo1 foto 

TRIS pH 7 1 e •1. N.E. 2' ~ •1. 

Gel d• 'º''º'º !TRIS 
'" 81 

2 .,. N. E. 9 •1. 

Gel d• 'º''º'º 
1 TRIS pH Q 1 o •¡. N. E, ,, •¡. 

POSITIVO (OR 1 NAI re •/e 

NEGATIVO.( PIS) 3 .,. 

H. E.= Ho otoctuodo. 

Utilizando 0.2 ml de cada fracci6n se agreg6 a un cult! 

vo de 8 X 106 células de m6dulo 6sea de rat6n, el % de ro 

setas se midi6 4 días despuhs. El hecho de haber obtenido, -

tanto en el biocnsayo del eluido <le la DEAE-celulosa y de 

gel de fosfato, a pll 8 (7% y 9% receptores Fe respectivamen

te), vulores mús bnjos que el obtenido con el crudo de orina 

desaliniz"da, es probablemente debido a la gran cuntidad de

sales presentes en los primeros casos. 
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CURVA U!!; INDUCCION l>J!; ROS~TAS A .r'Al?l'IH lJE 
F'clU Db UHIN.1L HUMANA 

Una vez que se determin6 que existía activiuud de FcHI-

en o.u. normal se proceui6 a efectuDr la curva de dosis 

respuesta (Fig. V ). Se observ6 que se detecta una inducción 

a partir de 0.6 ml o sea el 12 % del valor total, esta acti

vidad aument6 (18 %) al utilizur o.s ml e inmediatamente 

comenz6 a disminuir al aumentar la cantidad de u.H. Esto 61-

timo es probablemente debido a toxicidad. 

21 

en 
< ... 
l&I 
CI) 

,. 
Q 
e 
IU 
Q 

• z 

'lf 

0.2 0.'4 o.e º·' 
ORINA HUMANA 1 111 ) 

F'ig • V IN.UUCCIUN A Lit H>ld-lJ~CION IJ~ H.0~1.!.~l'A~ .A Ull•~U: .. N'l'LS 

Gl>NCr~NTfülCiú NE.S l.J!!; lJHlNi\ HUNilN Ji 

Se emplearon 8 X io6 cl!lulas de m6dula 6sea murina, de.§. 
pu6s de 4 días de inclucci6n !!!. vitro, empleando orina humana 
normal desolinada, donde encontramos untcriormente el factor 
FcHI. 
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Pu l~H· IC,.GION lJ i'~HClúL lJbL i• cHI JJC: UillNA HUM.t~NJ~ 
1'ililil11N'l'l:. UNA CuLUMNA .O~ lJ~HC:-Ci!.LULUS~' 

Al analizar las diferentes fracciones para actividad -

FcHI se encontr6 que existían dos picos de actividad. Uno -

de ellos el de mayor actividad, en los fracciones de la 

140 a lo 160 y un se~undo de mucha menor actividad de la 

170 a 180 ( figura VI ). 

~s conveniente hacer notvr que.el nico con mayor acti-

vidPd coincidió con un pico de proteínas. 
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(----) gradiente, ( • ) proteína y ( o) actividad PcRI. 

El gradiente fue evaluado mediante un electrodo de Nu , 

las proteínas por el m6todo de Bradford y el Fc~I mediante 

lu inducci6n a receptores Ve en 8 X io6 c6lulas de m6dula 

6sea de rat6n incubadas con 0.2 ml de frucci6n durante 3 

días. 
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DET~Hi·i[ NiLCI üN !Ji!.L PE.SO ~¡, 1 L~Cll L1U~ LJ~L l• cHI JJl:~ O .II. 
DEL ELUIDU 1J¿ L1\ CüLUMNA m: D~AE-(.;t.:LULvSA. 

l!:n ln figura VII puede observtirse el único pico con é1C 

tividnd biolü~;icél. Medinnte interpolaci6n de lo~ pesos molE_ 

culares de los estandar ( fi~urn VIII) se asigno un vnlor -

ele 12,500 Dn. pnrn el Fclü de O.II. 

Di.::1'1:.¡(•1H~.nCiüN Lit.L pll I6vr..LJ.:,C'l'HICLJ lfr .. L Fc1\I He. V .ii. 
DEL Cli!~CEl\Tlt;uu Db GBiU.:;-Ci:,LULu:d 

La fi~ura IX indica c¡ue el F'ciU se monifest6 en la 

fracción con pll de 7 .4. Este resulb1do es semejante al ob -

tenido con el crudo. 
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CiüN J).c;L 1'.i~O MULl!.i..;u L.-\H l;EL Fc1U D~ u .H. 

El material que se pas6 por la columna fue 7 ml del tu

bo de máxima actividad biológica del eluido de l~ columna de 

DEl•B-celulosa, en una columna K 15/30 con G-50, eluido con -

TRIS-HCl 75 mM a pH 7.6 y 4°C. Las fracciones colectados de-

2 rol se leyeron a 280 nM ( • ) y 540 nM ( o ). La actividad -

del FcIU fue determinada mediante la t6cnica de rosetas (• ) 
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MOLt;CUL:~H DEL FcRI D~ O.U. 

La calibración se realiz6 empleando proteínas de refe 

rencio de peso molecular conocido como: hemo~lobina 64,500 -

Da., anhid1iasa curbónica 30,000 Do., miog~obina 17 ,800 Va.,

citocromo C 14,000 Do., e insulina 11,300 Dél. El peso mole -

cular del FclU de o.u. se determinó interpolándose el pico -

de mayor actividad biol6gica de este en el volumen de elu -

ci6n de la columna con Sephadcx G-50. 
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FRACCION. 

Se hizo un electroenfoque preparativo con ultrodex em -

pleando el c<:>ncentrlldo de proteína que pas6 por la Dl!.i\E-cel!! 

losa. Se di6 voltaje de 40 W con un tiempo de 12 hrs. a 4°C. 

La t6cnica de rosetas se us6 para determinor lo fru 

cci6n con mayor actividad biol6gica y el pU se determin6 a -

4°c. 
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La foroiaci6n de c6lulas sanguíneas llumada hcmatopoye 

sis, es un mecanismo importante para el funcionamie11Lo nor 

mal de un organismo y muchos estudios se han hecho paru con2 

cer su funcionamiento. ~iunque existen todavía rnuchéls incog -

nitfls o este respecto, se snbc que hay un mecnnismo de regu

lación de ~stos mediado por proteínas producidas in vivo, 

cuyél finnlidnd es diferenciar a la célula pora realizar fun

ciones específicns. 

Durante el proceso de diferencieci6n las células van 

adquiriendo carocterísticns especiales como son: las inmuno

lógicas ( 1 a presenr: in de i-'i ti os receptores para !•e, ln pre -

sencia de receptores 1, 2 para el complemento), lt1s bioquími 

cos (la secreci6n de lisozima), las funcionales (lo fagoci -

tosis, quimiotasis) y las ruorfol6gicas (aumento ele tamuilo en 

tre otros, cambios nucleares y apurici6n y desaparici6n ele -

estructuras). 

En el estudio de la hematopoycsis se ha encontrotlo, que 

es indispensable para la diferenciación !.!l vitro una sustan

cia inductora llamada MGI la cual induce a la proliferaci6n

y difercnciaci6n de granulocitos y macrófa~os, y se cree que 

juega también el papel de regulador fisiol6~ico in vivo. 

Es innegable la importancia que tienen los receptores -

paro Fe en la defensa del organismo contra cuerpos extraños, 

sin embargo poco se sabe sobre el proceso de su inducci6n. 

Aunque en un principio se pensaba que el ~IGI inducía -

la maduraci6n completa de los macr6fagos y los granulocitos, 
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se encontraron recientemente evidencias de que el MGI no -

indt~cia la aparición de receptores porn Fe y que existía 

otro factor causante de esto al cuol llamaron l"clll (112). 

Para proseguir a estudiar en forma más detalladu el me

canismo e.le inclucci6n ele receptores para l•'c, usí como el estu 

dio de sus aplicaciones diagnósticas y terape6ticas se hizo

neces;1rio, buscnr fuentes ricDs de dicho factor de c.lontle pu

rificarlo. 

En el presente trabajo nos pusimos como meta el tliseriar 

un m6todo de obtención y purificaci6n suficiente de FcRI 

paro corroborar le independencia entre HGI y FcRI y abrir la 

posibilidnd de un estudio m6s detallado de su estructura mo

lecular y comportamiento biol6~ico. 

l~n este ti·alrnjo encontramos, que las propieducies mole -

culares obtenidas rRra el MGI, variaban de acuerdo a la fucn 

te de su obtenci6n y a la t6cnica empleada y que diferían en 

todos los casos del FcRI, en cuanto e su peso molecular y pH 

isoeléctrico. 

Lo anterior indica que son dos mol~culas diferentes, y

que sus µropiedades biol6gicns pueden ser evaluadas indepen

dientemente. 

El peso molecular que encontrnmos para el ~cRI y HGI 

del medio condicionado por la línea ledcemicu ful de 18,500-

y 45 ,ooo dol tones res¡lecti vnmente, el peso molecular obteni

do para el MGI es similar a otros reportados (34). En cuanto 

a los valores de pH isoel6ctricos encontrados resultaron ser 
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de 5 .1 para el MGI y 7 .6 parn el FclU utilizando el mismo 

medio condicionvdo. 

La determinuci6n del neso molecular del FcRI del medio

condicionado, se efcctu6 tanto por cromotogrnfía como por 

ultracentrifugaci6n obtcniendose en el segundo caso un valor 

de 16,000 daltones el cual nos indica unu vez m4s que es una 

molécula mucho mfis pequer"ia que el HGI. 

l.!.:l Fc1\I proveniente de la linee W'Hl9M.l se pe~6 D celu

losa fosfato, pero lu cuntidnd de FcRI concentrada de esta -

manero que fué de 7.5 ug/ml non inclic6, que las cnntidod.es -

de met!io condiciono.do que se uecesi taríu, pnrél obtener una -

fracci6n suficiente pflrn continuur los estudios pluntcéldos,

ser:ía enorme, por el tiempo y costo que se necesita parn pr,2_ 

ducir unH cantidad 6til de medio condicionado. Por lo cual -

decidimos buscar otras fuentes ricas en FcUI. 

Bl detector que este f nctor existía en la orinn human{l

nos abrió lo posibilidntl de contnr con una fuente rica y ba

rata con dicho factor. Se encontr6 que nl utilizar uc;,1.~cel.!!, 

losa, o gel de fosfato se podía separar este factor de otras 

prote!néls entre ellas el MGI. Sin embargo la columna de 

DEAE-celulosa result6 ser un soporte bnstante bueno, con el

que se logra unu 6ptima separuci6n de proteínas, ya que en -

contramos que ln actividad biol6gica aumentaba aproximadamen 

te 200 % mAs que la octividnd presentada por la orina humano 

no fraccionada. 

Creemos que este aumento se debe tombi6n a la elimina -



ci6n de factores t6xicos de peque5o peso moleculor. 

Podemos concluir a partir de nuestros.resultados que el 

FcRI es un factor que existe en el ser humano, que se puede

utilizar médula 6sea murina para su bioensnyo, lo cual evita 

emplear mActula 6sea humana la cunl es mucho más dificil de -

obtener, 4ue tiene un peso molecular de 12,500 dnltones un -

poco mayor menor a la murina y un pH isoeléctrico de 7.4 muy 

superior o la encontrado en rnt6n. 

Creemos que este tré:lbLljo ab1·e el camino pnra lu poste -

rior purific[lci6n del l•ciU humnno, utilizanuo lus t~cnicas 

bioquímicas estantlnr • .E.sperumos de esta formo se puedi1 obte

ner un f8ctor en forma homor,;~nea c;uc nos permi tn no únicorne.E, 

te entender su estructura~ sino su posible aplicaci6n tera -

peútica en padecimientos en U.onde un aumento del receptor 

pnra F'c puedn ser de utilidad, como lo son obviéimente en pa

decimientos infecciosos (octivaci6n del macrófa~o) y proba -

blemente en leucemias (sobre todo de tipo mieloide) • 

... 
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Ml~l.HU Dl!. ~AGLl!.: 

CuN l,;l.'..N'i'iL~{.;lUN~ 

Mi ligraroos por 1'.:quivalcntes 
1000 ml de agua aprox. en mM 

lii{Glf't IN.\ 105 0.6 

GIS'l' ~IN.~ 24 Ü r¡ .... 
lll'-''l'llJlN,~ .31 0.2 

I.5UL!!.U~H\,. 52 0.4 

L1.!..UCIN1i 52 o.4 
LI~IN,. 58 o.4 

h~1'IUN1N.-t 15 0.1 
/ 

l· l:.NlLaLHNlNtt 32 0.2 

'l'1&vNIN,~ 48 o.4 
'l'.{11.J'1'ui· ANU 10 0.05 

'l'lHUS!Nii 36 0.2 

V..tt.LINn 46 0.4 

GLU'l'.AMIN1\ 292 2.0 

COLINJ~ l 

.t1L!. Nlw'l'INICU l 

,~e. l' "Nl'uTC.NIGO l 

PIHllJü,\.i~L l 

lUú(Jlt'L1LVl!fo 0.1 

'l'IA~ilNA l 
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NlillIO D~ KAGLE: 

INOSI'fOL 

,~c. Ji'OLICO 

NnCl 

KCl 

CaCl 

MgS04 .7H2o· 

MgC12.6H20 

NalIPO 4 .2H2ú 

KH2Po4 

NaHC03 

HOJ'\.) 11'1iliuL 

.PENICILINA 

Mi 11 gramos 
1000 ml de 

2 

1 

2000 

8000 

400 

140 

100 

100 

60 

60 

350 

20 

o.5 

por 
agua 

Equivalentes 
aprox. en mM 

.SOLUCIUN AflUlITIGUAOOWI. ü~ HJ::>li'A'l'OS (BsU") :Con el objeto-

de contar con una soluci6n para el mantenimiento de la c6lu

la, se utiliz6 la soluci6n amortiguadora de fosfatos (SAF) , 

la cual cstn constituida de los siguientes elementos en 

1 000 ml de agua destilada. 

NaCl 

KCl 

Kll2P04 

92 

B.O g. 

0.2 ti 

0.2 " 



CaCl 

MgC12 .GH2ü 

Na211P04 .7112o 

0.1 g. 

0.1 " 

2.1 " 

~l CoCl y Mgc12 .6u2u se c.li luyen [)Or separado en 100 ml. 

de a~tw destilndo, los conPrnestos restantes se di luyen en P.2. 

ca menos de 800 ml. de <J!~ua destilDda, élp.;rc:.i;mulo <11 final, -

poco a pu cu has tu comp l et.:i r los 1000 mililitros y se csteri

li za por mel:io de un filtro de membruna (Mi lliporc U;.>,\.) con

un poro de 22 micras de di6metro. Se reulizun pruebas tle cs

teriliclad en C.'."1lc1o ~30J'A• ;.)e conservn en rei'ri~crución hasta-

su uso. 

~üLIJClvl\ ,;L;.)1:..Vi:..l<: .:.Jo lt1ci6n 0rnortigu<iuoru purn mantener-

los eri truci tos cte cornero en condiciones nu1·males .!...!! vi tro-

C6Hl206 

Csll5Na3u7.2H2U 

ll 3G5I15ü7 • H2u 

NaCl 

20. 50 ~~·. 

8.00 " 

0.55 " 

4.20 " 

~e disuelven en un litro de a~ua y se esterilizo en uu-

toclflve, ajustnndo el pll a· 6.1. ~e efectuan pruobas de este

rilitlDd en Cé1ldo tle soyo. 
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