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REGUMEN

Se <zhe gne 1oy macréfagos tienon liz czparidad de secretar
wariodad de custancizs coan funciones especificius. De
tales sustancias, el Factor Estimulador de Colonias (conocido por
sug sijlas er Inqglés CSF (Calony *1#4‘»..ng Factor)), es uno de
los m#s estudisdos debido a yus écie desenpelz un papel regulador
an 2l nrocssn de prolifarzoids y/o difersnciacidn de células
mielgides, EI sente trabao se realiz? con las finaslidad de
contribuir en 5 deterriraczién 4o algunos de  los efectos
diferenciadores del CSF de macrbfzgos sobre los precursores
mieloides murinos.

Se encontrd que los mosrdfages residentes  {(MacR)Y de 1la
cavidad peritoneal de ratdn v unz  lfnes ecxluler de tipo
macrofdgica aurina (WR19M, 1), pueden secretar al medis de cultive
(Madio CTerndicinrads) dus malic cen ls . opropicdad de inducir un
camhio marfnfisiol4gice de ¢ zorzs granuloci{ticos neutréfilos
y de incrementar 5 n2cdd '1dﬂd F jgocitica inespecifica de estos
mismes. ’

Al determinar 2! peso molezulsr encontramcs dos pesos
moleculares d intos, uno de 45,000 dalicnes y otro de 17,000
daliones apronimadamenie. La moléczulz encontrads en la fraccidn
de 45,000, aparenta tener un efecto a 1a proliferacién y/o
diferenciacién ‘de neutréfilos. en médula bsea totsl, mientras que
laz moléculs encontrads en ls froccién de 17,000, sélo estimula la
diferenciaciébn,

Cuznde se compard el efecto que tiene la molécula de 45,000
daltones :won el efecte que ticne el Factor Estimulador de
Colenias Granulociticas (G-CSF), <e encontrd que ambos presentan
un efecto. similar 231 ser probados en cultives de médula  dses
total tanto en liguido comp en agar, o, .

E} eferto que tiene 13 interleucina ¢ (IL-1) sobre 1s
induccién 3 la preoliferacidn de timocitos del timo de ratén, fue
comparada cen 13 molécula de 17,000 daliones presente en el
medio condicionadn, ambas presentaron un efecto similar, 1o que
posiblemente indica, que 1a moldcula de 17,000 daltones sea la»
misma qgue a IL-1, ya que presentan cl mismo efecto a3 1ls
proliferacidn sobre timozites, un peso molecular scmejante y son
secretadas por el mismo tipo celular,



ANTECEDENTES

Las ¢élulas sanguineas humanss tienen su genesis en. las
primeras semanss de la vide inirauterina, 1la hematopoyesis
comienza en la sequnda semanz  dn eidae intrauterina en el
mesénquima embrionario v por medio de segmentos mesenquimatosos
se desarrolls unas red comfluente de vasos sanguineos que se
anastomassn y se dirigen hacis el saco vitelino, donde también
existe hemateporvesis emtraembrionaria. A partir de la sexta
semana d4e vida intrauterinag, se forma un endotelio que rodes todo
el sistems hematopovéiice ¥ aparecen focos germinativos en el
bazo- y en el higado, que es el centre principal de 1la
hematopnvyesis, predominande la eritropoyesis, seguidy por 1la
mielepoyesis y 1ls megacerioporvesis, y por fAltimo los mbcréﬁggos.
A partir de la segunda semana de vids fetal, sparece en la
claviculy la médula dses (MDY, que es el centro mis importante de
13 hematopoyesis en la sequnda mitad de la gestacidn y de la vida
posnatal, UDespués del nacimiento, decae ls hematopoyesis del
higadoe y del bhazo, vy confarme el individuo se dasarrolla, la
cavidad medular del esqueleto aumenta y 13 grasa sustituye a 1la
mayor parte de 13 MO activa en el esqueleto periférico (2, 2, 3),

Ehrlich, considerado como el padre de la hematelogia moderns,
ya desde 1910 hacis referencia sobre '3 génecis de los diferentes
tfpcs -celulares y su relacién con la MO (1, 4), Existen
evidencias de la formacién de colonias hematopoyéticas in vivg
que incluyen tipos celulares miltiples provenientes de . clonas,
las cuales derivan de una sola célula pluripotencial 1lamada
Unidad Formadora de Colonias (UFC)., Estas células dan origen
segln esta teoria a los diferentes tipos celulares existentes en

‘el tejldo hematopoyético (4, S, &, 7, 8),



LERIVACION LE LAS CELULAS SANGUINEAS

Las células sanguineas maduras tienen una vida liﬁitadl, Y.
con 12 ewxcepcién de los linfocitos, 1as demds celulas’ son
incapases de renovarse por si mismas. El reemplazamf:nto de
¢éinlas hematopovéticas periféricas gastadas, es la fuficiéon de
los elementos primitivos denominados células tallo. Las célulagy
talla se caracterizan por su habilidad para diferenciarse a2
distintas 1iness celulares con funciones especializadas, y su
habilidad para regenerarse por si miemas lo que permite mantener
el compartimento de célulss tallo,

A partir de 1la zplicacidn de las técnicas de cultivo de
tejidos desarrolladas durante el siglo pasado (9), varios
investigadores han idesdo métodos parz asveriguar cuales son .las
moléculas implicadas en la proliferacién ¥ diferenciacidn celular
(10), En el inicio de este siglo se introdujo la técnics de
cultivo en agar, csta matriz semisélida permite la separacioén de
células, lo que facilita él ectudio del proceso de diferenciacion
celular a :partir de los precursores indiferenciados (11). Al
llevarse a cabo 13 divisidn celular y ante el impedimento da 1a
migracidn, se produce la formacidn de ‘grupos celulares
denominados colenias (12, 13),

Restacan los trabajos de Fluznick y Sachs en 1965 (14) y de
Bradley v Metcalf en 19646 (135), en el que lograron el cultive de
precursores hematopoyéti:os., de los cuales se obtuvo colonias de
macrofagos o granulocitos, o bien, colonias mixtas de ambos tipos
celulares hematopoyeticos en agar. En estos trabajos se ‘hizo
evidente que no - bastsban las condiciones nutricioﬁ‘lo.
habituales, sino que era necesaria la presencia de inductores
para la formacién y proliferacién de las células y la subsecuente
formacién de colonias (11, -14). Desde un principio, a este
estimulante o inductor a la formacién de colonias‘de ll:ré'!.oi y
granulocitos jn vitrg, se le llamé MGI (del inglés, Macrophage
and  Granulocyte Inducer) (17) o €SA (del. inglés, _ Coleny
Stimulating Activity), actualmente se esplea CSF (del ‘ingles
Colony Stimulating Factar) (9, 18, 19, 20). Al llavarse s csbo el
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estudio de este fuclor, se encontrd gus consta de varias unidades
con actividad simultenes gque permite s proliferacidn Yy
diferencizcién de los prezursores mieloides (2%, 223, Existen
tres formas distintas de CSF, las cucles difieren en su cualidad
de inducir colonias de macréfagos (CSF-M)  (23), granulocitos
tCSF-G) (24), o de ambos tipos celulares (CSF-MG), Ademss existe
otra forma 1llamada MG1-2, que provoca exclusivamente 1z
diferenciacidn de 1as células precursoras de macrdfages y/o
granulocitos. f

Al realizer el estudin bioquimico de les CSF, se ha
encontrade  que tienen propiedades de glucoproteina, ya que- es
termolsbil, resistente 3 la acciébn del eter, de la
desoiirribonucleasa vy ribonucleasa y sensible a 1la accién
proteolitica de la tripsina, Al ofectuar la electroforésis de las
moléculas, se encuentrs que migran inmedistamente después de 1la
albtmina vy Junto con la gama globulina (25, 28),

Varios autores han determinado e1 peso molecular del CSF,

los cuales presentsn uns glta heterogeneidad que depende del tipo
de tejido o células en estudio, obteniendo pesos que ,van desde
3,000 daltones (27) hasta 200,000 daltones (28), Asimismo, se ha
encontrado que casi todos los tejidos del organismo en humanos vy
ratones son capaces de producir C5F, cuya actividad llega a ser
en ocasiones idéntica 3 pesar de la diferencia en los pesos
moléculares- Este comportamientc puede deherse a una répide
respuesta del aorganismo ante una invasién patégena, aunque surge
la cuestién del porqué de 1a heterogeneidad en los pesos
moleculares del CSF, ya que todos tienen 1a misma funcién.
Esto 4Gltimo se ha tratado de explicar al suponer que l¢s CSF  de
menor peso  molecular son algunas subunidsdes de moléculds de
mayor peso (28, 29, 30, 31), Es obvio que se deben realirar més
estudios para confirmar o rechazar esta hipbtesis. ’

‘HIY que considerar  que el .fenémeno de pgroliferacién. y
diferenciaciébn no @8 un proceso aislado, sino que estd incluide
dentro de un mecanismo de regulacién en el que intervienen
sustancias inhibidoras de 1la proliferacién, como  son 1s
lactoferrina (32, 33)y prostaglandinas, chalonas. vy otras



moléculas encontradas en medios condicionados por células maduras
(33), Ante ésto, s evidente gque tal mecanismo de regulacién
tiene 1la capacidad de provocar un aumento de células sanguineas
en caso de ser necesaric (por ejemploa en infecciones
bacterisnas)y, o bien, inhibir estas proliferacidén en determinados
éasos {por ejemplo en las neoplasias)

Han sido propuestas dos teorias divergentes sobre lag
células tallo, la teoris monofilética y la teoria polifilética.
La teorila monofilética propone una célula precursora comdn, 1la
célula tallo pluripotencialy que bajo la influencia de factores
humorales desconocidos, puede dar origen 3 cada ung de -las
principales liness celulares sanquineas., La célula plurkpoténcial
es capaz de remnovarce por s{ misma, proliferar, vy diferenclr?sa a
todas 13z lineass celulares hematopoyéticss., En  contraste,  la
tearis polifilética propone que existe una célula tailo dnica
para cada unn de los tipes celularec sanguineos. Esta teoris
propone que ca&a célula ta3llo monopotencial es capaz de
diferenciarse exclus .vanertn 3 un sdlo tipo de célula sanguinea.
Un arregleo entre sstas dos tearias extremas, fue el proponer gue
existen varias células tallo, asungue slgunas tienen el potencial
para desarrollarse 3 mds de un tipo celular sanguinea.

Las evidencias clinicas y experimentales que ahora existen,
apovan fuertemente 1a teorias mnnofilética. Con base en estas
evidencias, 1las célula= hematopaydticas pueden ser dxv:didas en
tres compartimentos celulares dependientes de la madurex.

En arden de maduracién, estos compartimentos sani 1- células
multipotenciales primitivas capsces de renovarse por si mismas vy
diferenciarse a todas las lineas celularez sanqguineas, 2- células
progenitoras comprometidas destinadas a desarrollar 3 diferentes
lineas celulares, 3- células madiras con funciones especializadas.
que disminuyen la capdcidad a proliferar (34),

Till y McCulloch en 1951 demostraron =) potencial de células
tallo puras al repoblar 2] bazo de ratones fuertemente irradisdos
con todas las lfneas celulares sanguineas. Los ratones fueron
letalmente irradiados pars destruir todas ll‘ + células
hematopoyéticas., Estos ratones fueron transfundidos aoré’vtl



intravenosas con células de MR normel <o rutanes Janadores. En el
estadio lemprano de recopuracidn, lue btasos y addules de estos
animales transfundidos mosLiraran pnbtadion tzmpranos de.
praliferacidn, nddules macroscédpicos de célulus hematopoyéticas
en proceso de proliferacién, Aunque en los primeros 7 4 8 dias
¢ada uno de 1los nédulos tuvieron sélo una linea celular
(eritracitos, mielocitos o meqacariocitos), los nédulos presenteg
21 dis 14 mestraron poblucicnos relulares mezcladas, La céluls
que formd la colenia fue llemsda unidad formadera de colonias del
bazp (CFU-8), Esto sugirid que guizds los snédulas que sparecen al
dia 7, estuvieran formados de mds c4lalas tolle unipotentes

compromatidas maduras, mientras gue los ntdules del dia 14 fueron

derivados de un: céluls tzllo multipeten 1 més primitiva (35).
Es también intoresante notar gue los nédduleos aparacieron en Sreas
especificas del baco, de scuerdo a su lines celular predominante.

l.as colonias eritrociticas estuvieron presentes sobre la

suyparficie dol hacoy las calunias n

acariociticas debsjo de 1a
cépsula, v 1las colonias mielociticas crizieron dentro del bazo.
Esta preferencia por ciertas 4reas del bazo puede ser causada por
la influencis del medin local, llamado el microambiente inductor
hematopoyético (MIH), sobre las células tallo hematopoyéticas
(34)¢ Los estudics de s influencia del es

roma de la MO sobre la

hematopoyesis, en ratén y hamsters, bhan sugerido que el estroma
normal ‘es esencial para sustentar 13 hematopoyesis normal (37,
T38, 39,

Experimentos adicionales proporcicnaron evidencias directas
sabre la existencia de células talle pluripotenciales, ' Las
células de médula normal, se irradiaron  severamente, lo
suficiente para causar aberracionss cromosamales, una ves
irradiadas, fueron inyectadas dentro de ratones letalmente
irradiados. Estas células irradiasdss dieron origen a diferentes
tipos celulares con el mismo cariotipo en células ' hemastopoyéticas
de nédulos del bazo (40), Ademds la suspensién celular de estos
nédulos podria ser inyectads dentro de otros ratores irradiados,
para . formar nuevos nddulos del bazo con aznormalidad cromosomal
similar,



Estos estudios indican que eniste wuna dnica célula en 1la
médule que no sblo as capac de diferenciarse 3 distintos tipos
celulares hematcpoyatices, sino  gue tambidn ez capaz de
astarrenovaer ol fipe celular eriginal.

Otros estudios indican que aunque la CFU-8 da origen a
fonocitos, neutréfilos, megascariccitos y  writrocitos, no da
orijen a linfocitos, Las investigaciones recientes con marcadorew
cromosomales, sugieren gue los linfocites vy CFU-S probablemente
tienen en comdn.una célula i5llo mds primitiva, que da origen a
ambos CFU-S y progenitores linfoides (Fig., A), For ejemploy una
anica isoenzima G6FD a3 sido encontrada en todas “las células
hematopoyéticas e inclusive linfocitos T y K de pac{entes con
anemia siderobldstics, un desorden en células ts3llo vy un mosaico
de GAFT (41), Las hembras heredan dos cromesomss X, uno de cada
progenitory sin embargo, sclamente uno de los dos cromosomas X en
cads célula es activo., E1 proceso de inzctivacidn es fortuito en
la embriogénesis. La G&FI &8s anz enims cuvo gene es el cromosoma
X} ast, en 1ls5 hembras que son heternzigotas para las dos
diferentes isoenzimas de la G4FD (una heredads de la madre vy 1la
otra del padre)y eiisten dos pecblaciones de células rgjas. Una

- poblacidén contiene 1la isoencima materna vy la otra la iisognzima
paterna. Todas las células derivadis de la misma célula ‘tallo
tienen 1o misma ispenzima G4FD. De esta manera u?a dnica
isoenzima, enconirsds en todas las células hematopoyéticas de
pacientes hetercciqbticés con desbrdenas hematopoyeéticos, indican
que 1a poblacién de células snormales incluso en  linfocitos,
probablemente se originaron de ara dnica célula talla
pluripotencial.

Fueron obtenidas claras evidencias para una célula +tallo
hematopoyética comin pars todas las células sanguiness de los
estudios de pacicnies con leucemia mielégens crénica (CML). -Se hs
encontrado que las célulac malignas transpertad un cromosoms
anormal} el cromosoma FPhiladelphia. Este cariotipo anormal fue
encontrado en células rojas, granulocitos y megacariocitos, pero
estuve susente en linfocitos. Esto sugiere que los linfocitos se
derivaron de una célula tallo diferente de la célula tallo pars



otras cAluylss hematoneyédticns,. Conlrasric = los estudios mas
i1

recianten han dowscotrag

gue el cranusons Philadelghia puede  ser
encontrazs won lisfocites &y a2l cont o@n rhras lineaz celulares
sanguinens en algunas pacienites con CML (4

con  CML &

4)., Los pacientes

ronensenents entrsn en una crisis mielobldsticas B 1o

dque la wavorio do lo:z mieia 35 maligros ocupan 1@ MO y entran

en 13 periférica. Loz estudine con tinciones citvoquimicasg
¥ colularves, han rovelsdo jue uns peguefa porcién de
las blisticas e CML san  csusadas debide a la

proliferscidn de linfahlastes malisrong =27 que de wmigloblagtos,
Fato sugiere que 13s £3lulss wmidlignas en CML san probablemente
upa  célula talle primitiva gie ev cogan dw diferenciarse a
mieleblastos vy linfoblastos., El cariotipo arsotisdo a esta
enfermedad, no e uns prucbs definitiva de clonalidad de células,
sin  embargo, estos hallazgos  junto con los estudicos de 1a
iseenzins AP, indican que 15 linea celular linfocitica puede
ser derivads de una célula Lolle primitive multipotencial, gue es
capaz de diferenciarse é linfocitos as! como 8 otros tipes
celulares sanguinecs,

Los meétodus jn vitro sara 2! crecimisnio de células  tallo
hematopoyéiicas en cultivos du agsv, han propaorcionado evidencias
para la existencia de células talle comprometidas unipotenciales
o bipotencialers que son derivadas de 1a CFU-S. Un .factor
estimulador de colonias (CSF), que se piensa actda solamente a
nivel de célula tallo comprometida monocite-granulocito, puede
ser el responsable para la inpduccidn de las CFU-S a proliferaﬁ y
diferenciarse a estas células tallo comprometidas, Los linfocitos
Ty meonocitos, vy macrdfagos pueden inducir o 13 formacidn del CSF
(44), En el sistems de cultivo eritroide, las - células
progenitores dan origen a dos tipos distintos de colonias
eritroides en 13 presencia de eritropayetina. Un tipo de colonia
de  un tamafe méximo a los 7 u 8 dias, madura ¢ degenera, E1
progenitor wunipotencial sensible a ls eritropoyetina de esias
colonias, es llamado CFU-E. Una célula progenitora unipotencial
mds primitiva, derivads de la CFU-S. es relativamenie insensible
8 la eritropoyetina y forms gvandes colonias despuds dg 14 dias,



en forma abierta o de estallido. La céluls progenitor de westas
coleniszs es conocida como la wunidad formadors de colonias
abiertas eritroides (BFU-E), L.a CFU-E es considerada un
descendiente de la EFU-E que da origen al primer precursor de
células rojass llamado pronormoblasto,

. Los astudios de cultives en agar, han indicado también, 1la
existencia de colonias monocito-neutréfile derivadas de célulay
tallo, Estas coloniss requieren del factor estimilador de
colonias para crecer. La célula tallo bipotencial que da origen a
estas colenias es llamada la unidad formadora de colonias en
cultivo (CFU-C), pero es més comdnmente referida como 1a unidad
formadora de colonias de neutré6filo-monocito (CFU-NM). Raramente
los =osinbfilos aparecen en 1las mismas colonias donde se
encuentran los neuirdfilos-monociteos, lo que indica - que 'los
eosindfilos son probablemente derivados de una céluls formadora
de  colonias diferente. Llos basdfilos generalmente no crecen en
este gistema. Los nédulps miegacariociticos  probablemente son
derivados de células tallo comprometidas en la megacariopoyesis
(CFU—Hég). Sin embargoy, 1los megacariocitos se han encontrado en
colanias mescladas con neutrédfiles y monocitos, lo que indics que
bajo algunss circunstancias el CFU-NM puede también diéerenciarse
a megacariocitos, Fueron estimuladas células tallo comprometidas
unipotencial y bipotencialmente, a proliferar y diferenciarse
por un estimile humaoral especifico. Como se describid
anteriormente, la eritr&poyetina es el estimulo especifico de las
células comprometidas unipotencislmente a la oritropoyo:is.
También existen evidencias para 13 presencia de los factores
humorales, como la leucopovetina y la trombapnyetina.¥part‘ el
estimulo de 13 leucopovesis y {rombopovesis respechivamente.
Aproximsdamente el nidmero de cdlulas tslle es de una ﬁor ;4.000
células nucleadas de la MO. La mavorfa de 1los inves&igédor:s
compara a3 13 morfologia de 1a célula tallo con 1¢§ de los
1infocitos; aunque, en el presente, no hay caracteristices
distintivas que permitan una identificacidn especifica de estss
células. En cambio la exnistencia de células tallo' ha sido
estsblecida. o través de los sistemas de cultivo antes descrito.
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ORIGEN DE LAS CELULAS SANGUINEAS

CFU-S UNIDAD FORMADORA DE COLONIAS DEL BAZO

CFU-NM UNIDAD FORMADORA DE COLONIAS DE NEUTROFILOS Y MONOCITOS
CFU-Meg . UNIDAD FORMADORA DE COLONIAS DE MEGACARIOQCITOS

CFU-EOS ' UNIDAD FORMADORA DE COLONIAS DE EOSINOFILOS

BFU-E UNRIDAD FORMADORA DE COLONIAS DE ESTALLIDO ERITROIDE
CFU-E UNIDAD FORMADORA DE COLONIAS ERITROIDES

FIG. A. DIFERENCIACION DE LAS CELULAS SANGUINEAS A PARTIR DE LA
CELULA TALLO, PLURIPOTENCIAL.



MAIURACTION BEL NIUTROFILO

£l neutréfileo presenta 4 ostadios morfoldgicamente
identificables en el proceso de maduracién, 1los cuales van desde
la céluls talle unipotepte, al noutrdfilo segmentado funcional,

Estos cstadios san ! 1- mieloblasto} 2~ promielocitg

{pregranulocita); 3- mielozito; 4- metsmielocitod S- granulocito
en bandaj &~ grapulocito segmentado o neutréfilo polimorfonuclear
CEMND

nrante srocesa de maduracidn hay un cambioa  progresive

en o' ndeleo. El nucleslo dejs do percibirse; 13 cromstina se
indentada, eventuaslmente se

condensa, vy la masa circular una
Va3 fragmentando. Este cambie nuclear osté acompalade por
csces0 citoplasma basofilico

-

distintos cambios citoplbemic-a, C
agranulsr del estadic més joven, s remplazsde gredualmbnte por
up  citoplasas wvoluminoso de color rosa vy granular cuando se tife
can el colorante de Giem%a 2n ol estadio maduro diferenciado
(45),

E} mieloblastao, o5 el proecursor del peutrdfilo mas
tempranamente reconacible, su tamafio es de 15 a 20 um de didmetro
V4 tiene un radio nfdcleo-citoplasma alto. El nécleo es
generalwente redondo ¢ ovslado, contiene una cromatina delicada,
uniformemente teNida. Hay de 3 2 % nucleslos grandes v altamente
desarrollados, no hay condensacién de cromatina sobre 15 membrana
lisa nuclear., La pequeRa pero mocderada cantidad de citoplasma es
agranular, se tiNe de un axul intenso en la periferia y de azul
ligero hacia el nfcleo.

El promielocito 25 reconccide po= la presencia de  grdnulos
primarios grandes, de coler negro-amulada, llamados azurafilicos
o no especifices que contienen entimas y otras sustoncias tales
como! fosfatasa 4cids, mieloperosiidasa, hidrolasas 4cidas,

ligozima, mucopolisacaridos sulfatados, y otras proteinas’

bdsicas. Su tama/o wvaria entre 15y 21 um segdn la fase del
ticle celular} frecuentemente un promielocito apsrece tan grande
como un mieloblasto; el citoplasma basofilico es similar al del
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blaste, el nmiclen »g =nte grande. La  estructura de 1la

cramatina ounque ee mids burdes gue 18 del blasto, estd todavia

asbierta y se ti®fe de szul-purpura claro., Varios nucleolos  son
visibles en este estadio.

El mielocilo presenta wup tznslNo entre 12 y 18 um de
didmetro} én aste estadio apareccen los grinulos neutrofilicos
secundarios o especificos, que son pequefas y de apariencia
arennsa, Estos grdnulos contienen fosfatasa alcalins vy lisozima
pero no contiene fosfatasa 4cida o peroxidasa, presentan otras
enzimas como 13 amino peptidassa, cclagenssa, vy las ﬁroteinas
baésicas estdn bien identificadas en estos grdnulos (48), El
citoplasms es acidofilo y ce ti%e de un color rosa claror EIl
ndcleo es reducido en tamaRo, 13 cromatina nuclear parece mds
condensads e intensamente mds LaRids gque 20 el progranulocito.
Los nucleolos pueden ser vistos en el mielocite temprano pero
suelen estar susentes, £l ndcleo es redondo u oval y generalmente
excéntrico. En el estadio tardie el mielocito. puede presentar un
achatamiento de un lado dél niicleno. El radio nicleo citoplasma
esta disminuido. Este es el dltimo estadio capaz de sufrir
divisidn mitdticu.

£ metamielocito es ligeramente mds pequeRo que el
mielocito, entre 10 a 1% um de didmetro, peroc la mavoria de ellos
presenta una caracteristica de diferenciacién que es 1a
indentaci6én nuclear, 13 indentacion da al ndcleo 1z forma de
rifN6n o frijol. La cromatina nuclear estd condensada, mal
definida y teNida de color pdrpura oscurc. Los nucleolos no son
visibles y el citoplasma es de color rosa con, grénulos
secundarios predominantes. .

El metamielocito se convierte en granulocito en banda cuando
la  indentacién del ntcleo es mas de 1a mitad del dthltro del
hipotético ndcleo circular, Esta indentacién da al ntcleo 1la
apariencias de herradura., En un corte histolégico la -cromstins
muestrs cambios dJdegenerativoo con picnosis en ambos lados d.l_
nicleo. La cdlula 26 ligeramente mas pegqueds que. el
metamielocito, entre 9 v 15 um de didmetro, el citoplasma aparece
rosado como en el estadioc anterior. Este estadio es el primero an
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aparecerT an 12 sungre.

Aunque el tasmais  Jdwl granulociie on banda es  similar 3l
neutréfilo pelimorfonuclear (FMNY, ¢éste e3 reconocido . por un
ndcleo segmentado con 2 o més lébulos concciades por un  delgado
filamento nuclesr. Lo cromatina estd condensada vy se tife de un

color parpurs oscuro may intensa.

precentan de 2 a2 §

que presentan mis de § 1d4bulos, lo

como un FMN hipersegmeniszdo.

necesario para el funcicnamiento

hembras con dos cromosomas X,

de Este

comno

thipdtesis Lyon).

condensado, un
cuerpe  en neutrdfilos, tione

aparece como un

maduro, contiene muchos
color rosa.
debido

identificados

Los grdnulios prims
a su escacez y baja cal

(4%,
FUNCION DE LOS

Los neutrdfilos tienen como
del

antigénicos.

ayudar a3 los tejidos

microorganismos La

neutréfilos inicia con 1a diaspedesis (marginacidén y

proceso por el cual el neatrdfilo se
vascular vy se dispersa sobre su superficiea.
reversible?  los neutréfilos

reentrar a3 1la circulacidn.

lébulos nucleares

zual caracterizs a

normsl
4no ©s
cromesoma X
cuerpn de cromatina sexual
forma

spéndice del nilclen,
1

organismn a

adherentes pucden

A 1o agrogacidn de

t.a mararia de los neutrédfilos
y Se toman como anormal  log

las células

Salamente un cromosoma X activo es

de 13 <élula;) en: las

insctivado azarosamente
inactive permanece
Este
cual
FMN

un

nuc%ear.

el

del
de

de g1lo de tambor,
€1 citoplasms

spcundarios y se LiRe
pueden estar presentes, petro

de tincién, podrisn no ser

NEUTROFILOS

el de
contra

funcidn en la sangre
luchar

de
adherencia),
endotelio

respuesta inicial los

adhipre al
£sta adherencia es
desadherirse vy

‘nheutrafilos le

sigue 1a adherencia, vy los neutréfilos adnerentes pueden llevar a
cabo 13 diapedesis entre las unicnes de laz célulss endoteliales
vasculares. El movimiento s través del tejido es facilitado por

sustancias secretadas por granulos neutrofilicos especificos (por
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ejemplo colagenssa), cuando =& funden con 13 membrana de 1los
pseudépodos. Los neutrdfilos pueden vagar scarozamente 3 través
de los tejidos o pueden ser atraidos a ciertas 8reas especificss
por estimulos quimiotadcticos. Una sustancia actds como estimulo
quimiotbctico para una célula, si éctas tiene un receptar para la
dustancio. Una vez gque 15 sustancie gquimiotédctica es 1;qlda por
el receptors que se encuentra situada en lz membrana plaswatica
del neutréofilo, éste induce cambios metsbélicos dentro de 1a
célula y los neutréfilos se mueven hacia la fuente de 1la
suastancia guimiotdctica. Varias sustancias que se encuentran  en
el exudado inflamstoric &irven ccemo quimictacticos para
neutréfilos, Estas incluyen a 1los componentes CSa y C€3a del
complemento; secreciones de cAlulas mastoides, linfociticas, de
macrbfagos vy gtros neutrofiles, proteinas de 1s reaccien en
cascada de l1a coagulacidén sctivada, vy productos de bacterias y
virus. La mayoria de los neutréfilos tienen la capacidad de mover
parte de su superficie, 1o que le da movimiento, 1las células
lentamente wvan hacia el estimulo por medio de una fuerza motriz
provista por el citoesqueleto situadc por debajo de 1a membrana
celular, Despuds de un periodo de tiempe 1a célula se wvuelve
refractaria y permanece inmévil, Una vez en el J3rea de
inflamacién, 1o mayeria de los nrutréfileos reconncen 13 particula
como extraNas vy es iniciada la adhesidn vy 13 fagocitosis (Fig.
B). Algunas microorganismos o particulas pueden ser reconocidas
sin uns modificacién de la superficie, mientras que la mayoria
son opsonizadas (cubiertas con anticuerpos v/o complemento), para
hacerlas mas atrayentes. 3 los neutrdfilos, Dlos opsoninas han §1do
bien definidas, ¢l anticuerpo Ig6 » 2) componente del conpleianto
C3b.  €! anticuerpo se liga 2 la particula por medio de la regién
Fab, mientras que 13 regién Fc se adhiere al receptor Fc de la
membrana del neuirédfilo. El neutréfilo también tiene receptores
para algunos componentes del complemento gue han gido activados.
Algunas bacterias con cspsulas compuestas de polisacéridos,
evitan el reconccimiento, 1lo que causa una deficiencia en e
efectividad de 1la {fagocitosis. Una vez 1llevado s cabo el
reconocimiento vy 1la adhesién, 1la particula es radlen por los
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pseuddpodus emitidons de le memhrana citoplicmica del  neuirdfiloa.
Cuandn los pscuddpodos se tocan, se fusionan y encierran a 1la
particula dando origen a una vesicula denominada fagosoma, 1a
cusl e fusiona con el liscsoma (vacuols digestiva) que contiene
granulos primarios especificos tenzimac), formando el
fagolisosoma, £sta fusidn vy liberacién es conocida como
degranulacién, aAlqunaz enximas de los lisosomas pueden jugar un
papel en 1la muerte de lns microorgonicsmos, pero el efecto directo
del contenido granular es la digestién del organismo vya muerto.
£l {ago-lisasoma proteqge a la célula del posible daRo causado
por la segregacidn de las enzimas digestivas y los metabolitos
del onigeno dentro del fagolisosoma cuando éstas digieren
microbins, Una wez que 52 ha llevade a cebe 1a digestidn  del
material fagocitade por el contenide de los lisosomasy el
material es exocitado., Ls mayoria de los neutrdafilos mieren en el
exudada inflamatorio , » son fagocitados por las macréfagos.

Los  neutré6filos también interactdan en otros procesos
fisiolégicos, tales como 1s estimulacién de 1a coagulacidn vy
liberacién de pirégenos que provocan fiebre (45).
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FIG. B. INICIO DE LA FAGOCITOSIS CON EL RECONO-
CIMIENTO Y ADHERENCIA DEL MICROBIO AL NEUTROFILO.

EL MICROBIO ES INTERNALIZADO DENTRO DE UNA VACUOLA
FAGOCITICA, DESPUES EL LISOSOMA SE FUSIONA CON LA
VACUOLA ¥ SE LLEVA A CABO LA DIGESTION DEL MICROBIO.

1S



MADURACION [T MONGCITO

El monocito se originsg on 13 MO a partir de una célula tallo
bipotencial (CFU-NM) que pe ceopex de diferenciarse ya sea 3
mopocito o @ granulocito. &1 estimulo pers la maduracién en una
Iines celular no es conncido, prero es probable que una hormona
especifics similar & la eritropovetina esté involucradas. La
bipatencialidad de 1las células precursoras del monocito estd
basads e=n 1ps .similaridades morfoldgicas e immunoldgicas de
clonee Aecpldsiveos obsarvados on leucemiass que involucran tanto 3
macrdfagos coma o granulocitos. La proliferocidn clanal de
ceutrdfileos, tal coma ocurre en 1s Leursmio mieldgena crdnica
(LMY, frecuentemente puestra proliferacidn monocitica asi come
de neutréfilos, v 15 loucemis wielomonocitica aguda, .dnvolucrs
proliferacién irregular de monoblastos v mieloblastos. La céluls
talle es .mis similar & las células neopldsicas en estos
desérdenegs, 3

Los precursores del monocito on 15 MP son e} mono%lasto v
21 promanocito. Estas células se encuuntian en  abundancis
solamente en procesos leucémicos del! sistems mnnoc!iicox' £1
monoblasto de la méduls no pusde ser morfolégicamente distinguido
por el microscopio de luz de el mieloblaeta, estcepto cuando hay
una marcada proliferacién de 1o serise monocitics, como acurre en
la leucemia monacitica (473, Frecuentemsnte som utilizadas
tinciones citoguimicas para ayudar a diferencisr estas dos lineas
celulares, ' El promonncitn es el primer estadie de -desarrollo
morfofisiolégico caracteristico que permite ser diferenciada como
un  precursor del monocite por el micrescopic de  Juz, La
identificacitén de precursores tempranocs del monocito s ayudada
por la observacidn de plieques o indentaciones en el nicleo y por
su asociacidn con monocitos maduros.

El nmonoblasto tiene abundante citoplasma agranular de color
azul-grisdceo, El nbcleo es ovoide o redondao, pero puade estar
plegmdo o indentado, La luz azul-pdrpura de 1z cromatina nuclear
ests finamente dispersa y varios nucledlos son Fficilmente
identificados. La diferencia entre el monoblasto vy el mieloblasto
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puede ser pasible con tinciones citoquimicss, El monoblasto no
tiene actividad de esteresa especifics demostrads por el sustrato
alfa-naftil butirato que es inhibido por fluoruro de sodios, E1
mieloblasto tiene asctividod asterasa especi{fica y no  especifica,
pero  esta dltima no es inhibida pof el fluoruro de sodio. E1
Mialoblasto con sctividad esterasa especifica es demostrado por
la reaccién con naftaol AS-Ir claroacetato,

El promonocito es una forma intermedia entre el monoblasto v
el monoccito, La céluls es grande 14 & 18 um de dismetroy con
abundante citoplasma azul-griséceo. Grinulos azurafilos finos
pueden estar presentes (lisosomas)., El nhdclec es més bien
irreqular vy profundamente indentado con una fina malla de
crpmatina- tes filamentos de cromatina son més gruesos que en el
monoblasto., El nucleolo puede -estar o no presente. Las tincianes
citoquimicas para esterasa no especifica, peroxidasa, fosfatasa
4cida y arilsulfatasa son Positivas.

El mopocito maduro tiene caracteristicas morfolégicas
variahles que dependen de su actividad. La célula se adhiere al
cristal y emite numerosos pseudépodas que dan como resuitado uns
amplia variaci6tn de tamaNos y formas en un frotis senquineo., E1
intervalo de tamaRc de las células es de 12 2 30 um con un
promedio de 18 um, las célylas més grandes se encuntran en 1la
sangre perifrica. Los estudios citoquimicos y de microscopia
electrénica revelan dos tipos de grinulos! un tipo contiene
peronidasa, fosfatass 4cida, vy srilsulfatasa, lo que sugiers que
estos grdnulos san similares a los lisosomas qu.n;los
azurdfilos) de neutréfilos. Se conoce menos acerca del contenido
del otro tipo de grdnulos, pero son diferentes a los grénulos
especi{ficos de neutréfilos, éstos no contienen fosfatase
slcalina., Los 1ipidos que constituyen a 'ls ménbraﬂq de los
lisosomas se tifen con el colorante  Sud3n-neqro B. El ndclaeo es
irregular v frecuentemente con forma de herradura o de friJo!. y
posee numerosos  pliegues que dan 1a apariencia ' de
cireunvoluciones similares al las del cerebro humana. Algunas
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veces - los  nucleolos purden ser vistos. La cromatina es
difuss vy linesr, semejante a un patrén come de encaje, en
comparaciébn con 21 de la cromatina densa de linfocitos o

granulocitecs maduras.

‘ Los monocitas, por otro ladeo, son alqunas veces dificiles de
distinguir de los linfocitos grandes., El monocito eveqtualmente
vive en 1la sangre y entra ol tejido doﬁde éste lleva 3 cabo su
maduracidn 3 macrdfago. La transicién de monocito-macréfago estd
caracterizada por un agrandamiento celular progresivo, E1 ndcleo
se wvuelve redondo, los nucleolos pueden ser vistos y el
citoplasma aparece de color amul (4%, 48). Asi, al madurar el
macréfago, pierde actividad de peronidasa, pero se inqrementa en
reticulo endopldsmice, liscunmas ¥y mitecondrias. También son
notables algunos grdnulos en la maduracidn del macréfaga. .Estas
células pueden wivir por meses en el toejido. Los hmacréfaqos
normalmente npo  reoentram o 1l sangre, pero alqunes pueden
nuevamente tener acceso a.la linfa, para permanecer eventualmente
en. la sengre. Los macrédfagos colectivomente conocidos come
histiocitos, desarrollan diferentes caracteri{sticas citoquimicas
"y morfolégicas que dependen del sitio de maduracién y del tejido
de residencia, Estas células reciben nombres més especificos,
basados &n. su localizacién en el cuerpc. Por ejemplo, los
mac réfagos en el hinado son conocidos como células de - Rupffer,
"los macréfsgos del pulmén como macrdfagos alveolares, a'los Jde la
piel como células de Langerhans v a las del cerebro como células
de microglia. Los macréfagos no son considerados cédlulas tallos
sin embargo, pueden proliferar en el tejido, especialmente en
4reas de inflamacién, 1o que permite incrementar @l ndmero de
estas células an estos sitias. Ocasionalmente dos a més
macrb6fagos ‘se fusionan pars producir células multinucleadas
gigantes, Esto ocurre en lesiones granulomatosad en las cuales
muchos macréfagos se encuentran estrechamente juntos. La fusidn
también ocurre cuando algunas particulas de mzteria son muy
qrindes para ser fagocitadas por una séla célula, o cuando. dos
células simultanesmente fagocitan la misms porticulas (45),
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FUNCION DEL MONOCITO

Es bien canctido, desde los experimentos de Metchnicov, que
los monocitos y macréfagos funcicnan como fagocitos,
fecientemente <r sabe que estas células tambidn secretan uns
variedad de sustanciss gue afectan las funciones Zde otres
células, especialmente linfocitos, que  en  turnc  secretan
productos solubles (linforinass), que modulan las funciones ge los
monccitos.

Los monositos y macrdfagos ingieren microorganigmos. -Son
especialmente importantes en 13 inhibicidn del crecimiento de
microorganiemns intracelulares. ‘

La opsonizacisn de un micrcorganismo con inmunoglobulinas y
complemento, incrementa la fagocitosis por monocitos vy macrédfagos
¥3 que estas células poseen receptores para el componente Fc de
las inmunojlobulinas de la c¢lase IgE ¥y para el componente C3b del
complemento. [lespués de~ la adhesién del 'micrcorganismo & 1la
membrana celular del macréfago, es ingerido de una manera simsilar
8 como lo. hacen los neutrdfilos (Fig., ER). Primeramente 1los
lisosomas se fusionan cen el fagosoma, en el que se - -liberan
enzimas hidroliticss y otras sustancias microbicidas, de las
cuales las mds poderosas son productos del ‘metasbolismo del
oxigeno, tales como el superdwido (0-2), oxigeno molecular (02),
radicales hidroxileo (OH-), y perd:ido de hidrégeno (H202). Los
macréfagas activados se adhiersn 3 las células tumorales y las
matan. por un efecto citolitico directo., Si la célula tumoral
tiene inmunoglobulinas adheridas, los macrdfagos se adhieren @ 18
porcibn Fc de ls inmunoglobulinas, para llevar ha cabo un .'.Eto
1ftico sobre la célula tumoral.

Los macréfsgos son importontes coms limpiadores, ys que
fagocitan restos celulares, células viejas y otfas paft!culll!
por ojemplo los monvcitos en la sangre. ingieren. factores
coaguladas en la sangre, lo que limita el proceso de coagulacién,
ingieren proteinas desnaturalizadas y complejos  antigenc~
anticuerpo, también remueven sustancias téxicas de la  sangres
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previniendo que datan lleguen o los {iejidos (49},

Los macrdfisges lihoran ues waripedsd de swstzaciss que  estan
involucrsdas  ern 13 defonsa Jde) ergonisns tal como la lisozimay
pirtgens, componentes cel complemanto v <1 interferén. Secretan
sustancias que modulan 3 otras célulos, estas inclurea al CSF que
éstimuls a2 lss cédlulas tallo de 1s unidad formadora de colonias
de peutrdfilo-mocrdfago (CFU~NMY, factores que estimulan el
cracimnienta  de nuevos  capilaves, factores que estimilan v
suprimen 13 actividad de linfocitos, sustancins quimicticticas
para polimorfaonucleares, y sustancias que estimulan 3. los
hepatacitos o secretar fibrindgens (4%),

Les waerdfygos activados, libersn enzimas Sales como 13
colagenasa, elastazsa, ¥ proteinapcas neutras gue hidrolizan los
campanentes del tejido,

Los wmacrdfagos y manocitos de divercas fuentes presentan
algunas caracteristicas diferentes, Asl, se ha mostrado (50), que

los macréfagos de difaruntgs tejidns al ser pislados vy cultivades
in yitra, su capacidad de adherencia al vidrio, asi como su
indice  mitdtica en cultive wvariaba. En base a estas
caracteristicas, Hennet describié tres categorias de macréfagos?
macréfagos peritonesles y de sangre perifédrica que se adhieren
rdpidamente vy tienmp una baja tasa mitdticad macrdfagos de la MO,
del bazo y del higado que se adhieren lantamente, perp tienen una
alta tasa mitdticai; v mecrdfagos slveolares que se adhieren
rdpidamente y tienen una alts tass mitdtica.

En diverses tejidos del organisme, existen wmacrdfagos como
residentes habituales, no obstante, =e ha ecuperimentado con mayor
frecuencia con los provenientes de la cavidad periteoneal, debido
3. que 13 pablacidn es fécilmente carsctericsds (51), Sy colecta
es sencilla comparada con la de macrdfagos de otros tejidos, gue
sdlo se pueden obtener par disgregacidn enzimdticzd, con lo que se
sfecta » las células, Los macréfagos de 1 cavidad peritoneal son
utilizados en estudios marfoldgicos, de diferénciacidng,
fagocitosis, citotoxicidad y respuesta immure (N2), Se piensa qhe
la poblacidn de macréfagos residentes se moantiene nmediante un
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mecanismo de autoduplicacidn y que las células con
cartacteristicas de monocitos ah! encontradas, pueden ser
monaritos transitoribs en la cavidad vy no estar relacionados con
macréfagos residentes (51).,

Se ha empleado una amplia variedad de agentes drritantes
para provacar la llegada & 13 cavidad peritoneal de un gran
‘ndmaro de ¢Alulas (como los monocitos ¥y les neutrdfilos), E2
patrdn que sigue 1a respuesta 8 1a estimulacidn por’ diversos
agentes, es generalmente la misms (53)! cuando el irritante que
se emplea-en la cavidad peritonesl es el caseinato de sodio, se
observa que el tipo celular que arriva on primer término es el
granulocito, el czual arriva sntre uns vy dos horas después de 1la
inyeccién, posteriormente lleqga a su nGmero maximo a las 16 horas
y comienz3 3 declinar hasta desaparecer casi completamente a las
24 horas. En el csso de los weonocitos, dctos tienen su médximo
(54) 3 los 4 dias después de haber sidc inyectado el fatén. El
tiempe que lleva el restsblecimiento de la normalidad .ep la
cavidad, .varia segun la concentracidn vy la naturaleza del
estimulo (55).
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INMUNOSUORULINAS

Ademds de las sustancias inducterzs 3 13 proliferacién
celular, producidas por ciertos tipos celulares, se producen en
el organismo maldeulas de importancia en la defensa del cuerpo

dontrz +agentrs entroNes. Tales mcléculas son  producidas  por

células especial daz con este fin, 1lamodas linfocitos H. Lag
inmunnglobulinas producidas  por estas c4lulas  son moléeulas
protéicas que portan actividad de anticuerpos, es decir, 1la
propiedad de combiparse cnpecificomante con L3 sustancia, que
provocd si formacidn tant{genc), Los anticnerpes se originan como
respuesta 3 las sustanciss exbrofas introducidse en el cuerpo.
Los anticuerpos son wmoléculas bifuncionales y se ligan de manera
especifica con el ar*igenc e inicisn tambidn toda unz gama de
fendmenns secundarios comno  1la fijocidn del complemento y 1la
liberacidn de ‘tistamina por 1o edlulas  cebadas, que son
independientes de su espeorificidad pre 21 antigeno (56).

Como la diversidsd estrustural v funcianal de los anticuerpos
normales hace dificil su andlisis fisicoquimico, mucho de nuestro
conocimientn concerniente a la estructura de inmunoglobulinas, es
derivado dil estudic de  las proteinss  del mielome vy de
macroglobulinas monacleonales (573, A pesar de su gran
heterogeneidad, todos las anticuerpoc presentan . ciertas
similitudes estructursles, todos consisten de wune subupidad
bésica compuestas por 4 cadenss polipeptidicas unidas por puentes
disulfura. Tos tienen un  peso moleculses de SU,000 a8 75,000
daltones segln 13 clase de inmunoglobulina, v son conocidas como
cadenas pesadas (H del inglés heavy); 1ss obras dos tiene un peso
molecular de 22,500 daltones y son denominadas cadenas ligeras
(Lr. Lés cuales, tienen como base sus propiedades generales, asi
como las caracteristicas fisicoquimicas e inmunoguimicas de sus
cadenas H. constituyentes, las inmunoglobulidas pueden ser
subdivididas en S clases principales: 1g5, IgM, Igl, IQE, e TgA.
Dentro de una clase dads de cadenss pesadas, se han éistinquido
subclases de acuerdo a sus csracteristicas antigénicas. For
ejemplo, hay 4 subclases de IgG! I9GL, 1IgG2, 19G3, o IgG4. En
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tanto, sdlo han sido identificsdas dos tipas de cadenas L
Kappa v Lambdu, FEstas zadenss son partadas por tades 1as  clases
de  inmunoglobulinas, asunque 13 cantidad relativa de cada una
varia de clase 3 clase. Cuanda una moclécula de gama globulins es
tratada con papains  «n presencia de cisteina, se producen I
lfagmentas {803, dos de éstos idénticas y cansisten de una cadena
ligera y la porcién amino-terminal de la cadena pesads} éstos son
referidos como Fab (del inglés, Fraction antigan binding)s es
mediante esta porcidn que 13 inmuncglobulinas se une al antigena.
La tertera pieca, conccida caome fragmento Fo (del inglés Fraction
cristrlizable), contiene 13 porcién carboxilo terminal (Fig. C).
La porcién Fc regula 13 fijacidn de 1a wmolécula 3 las células
{células cebadas, linfocitos, macréfagos) 1a  transferencia
placentaria, ¥ 1la fijscién del complemento (%9). Las cadenas L
estdn compuestas de aproximsdamente 214 aminodcidos (60). Las
cadenas - L pueden ser wislas come des regicnes enlazoadas de igual
longitud; la primers de eitas regionas es referida como  la
regidn  wvariable (VUL), ‘mientras la restante se denomina .regidn
constante (CL) (403, Lo regidn variable se denomino osi debido o
que  varia considerablemente de una  inmunoglobulina ™ a atra,
mientras gue la regidn constante muestra menos variabilidad.,  Las
cadenas pertenecientes a la clase IgH1 han sido estudiadas mis
extensamente (41), ademéds, !z 198 constituye. casi las 374 blrtes
de las gamms globulinas totales, Esta es la dnica inmunoglobulina
selectivanente transfaéida a través de la placenta, por tante
pravee de cierts proteccién al feinl también esté involucrada en
13 activacién del sistems del complementa. ’
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RODTSTOGRTE T

Dada la impartancia gue representan en lz defensa del
organisme maléculas come lst irmunogiobuliras,  y las que forman
farte del sistems del complemcnia, s5e hs investigads la manera
mediante la cual se llevs o cabe zu sccibn, se ha encontrado que
existen receptores 5 través de los cualos se unen a  distintos
tipos celulares,. Los receptores gue reconocen f unen 1@ porecibn
Fz de 13 196G, han side detectados en una amplia variedad de
lind
rezeptores funcinnzn en la fagocitosis
(62) y citblisie (&3Y de célnlaz recudiertas de &gG. Los
receptores Fc gue son eacont

cédlulas, L-lss ceme lpe magrefs sitos vy  leucocitos

polimnrfonucleares., Ess

radcs: en diferentes tipos de células,
expresan distintas afinidades pors les subclases de IgG.

Miuchoas estudies cor célulac autdlagas e«  inmunoglobulinas

sostienen que los receptores de los fagocites mononucleares, unen
sb6lo ciertas clsses de IgG especificamente. Los wmacrofagos de
humanos evidencian gran afinidad por las subclases 119Gl e 1IgG3
(64), mientras gue los macréfagos de ratdn unen especificamente
1962 =& I1gfH2b, pero er carkic nu unen Ig63.  Asi mismo, sé han
descrite receptores Fec que anen distintas clases de
inmunoglobulinas (IgM e IgRY (42), Lons macrdfagos portan en su
superficie receptores pars la porciébn Fc de la2 196, ademés de
receptores psra el ccmp&emente w receptoreos no especificos para
sustancias esniralss, tados #stoc de gran importancia biolégica,
sisten datos sobre 1la existencia de receptores para la insulina,
fibrina, lacto-ferrina, linfocinas, carbohidratos y l1{pidos (43),
En  cuanta 3 las  raceptores de tipe inmune, 3@ sabe que el
recubrimients de bacierias cen inmunoglcbulinasy, facilita ls
adherencia vy fagocitosis, lo que .incrementa la actividad
bactericida de los macrédfagos (44), EY papel del énticqerpo en- 1a
mediacidn de la fagocitosis selectiva depende de la unidn de una
regidn de) anticuerpe 3 un sitic de reconncimiento o receptor
sobre 1o superficie del macrdfago. De esta forma la porcidn de la
inmunoglobulina que se une 31 macrdfago es la Fc, mientras que la
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ratdgeno

porcidn Fab uro inmuncesposificore

(5), Ademds de o funcidn en 1o o brafios,
los  receplores Fo de les maerdfagos funciongn o 1z eliminacidn

o nn viable

fisioldgica do

{48). Se piensa
b

nhidratns que

que el enve, AnTT g carh

detuvicron g en o1 eritrozito, las gual®s  son

lo gus facilita syq

luegs  cpsua par Tl aukslogo i

fagocitosis por fagocitos hepsticas v esplénices (67),

La presencia de reco Fz pe =2valuada hzy en dis,

principalimente aritrocitos

atariormente

“enegdnices  sun =
son erpuechos 3 los receptor Fe es
iniciada cunandeo ocurreas adhesidn de eritrocitos sobre 1la

superficies del macrdfage, da uniz cznfijuracidn. denominada

roseta.  Se  cuents cea téepinas or 1a gue < los eritrocitos son

prenarcadas  con Or %1, pueden r  rcontados outomdticamente.

También se emplean conjugados de anticuerpos con fluoresceina que
se unen a les macrédfagos v o de osta manera son contadeos con
sparatos que separan 3 las células de acuerde a su diferencia en
flunrescencia (473). )

El  emplen de rosetas EA se ha realizado no sélo en
investigacién b&sica sobre 13 naturaleza y funcidn biolégica de
los receptores Fc, sino también a nivel clinico en el que este

deteccidn de céncer

ensayo se utiliza como disgréstico en
gervical (49).

a4

Actualmente se han desarrollado @

encamingdas a 1la
evaluaciéh mis eficiente de estos receptores. Asi, tenemos por
ejemplo el método avidins-hiclina-perosutidaesa (70), para la
determinacidn de vre:eptares Fe en  mpcrdfagoe  aislados o en
tejido. Lro método copsistas en el empleo de narticulas
fluorescentes de 2-hidroxietil metscrilote con dinitrofenol y
ant}cuerpos monoclanales anti-dinitrofenil, de tal formz que se
detectan receptores Fro y ls fagocitosis madiada por estos
receptores (71),

Se ha encontrado que la fermacidn de rezepltare: Feo estd
mediads por una molécuyla termolsbil v sensible a 13 tripsinwg que
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la determinas <cnmo uco proteina. EY estudio bicquimico de  esta

m
molécula llameds FoRI (4.1 iaqlés, Fe¢ Recgptsr Inducer), indica
que  tiene un [peso maletulor de 10,500 daltones ¥y un pH
isozléctrico de 7.4, Se ha obtenido en principio de una linea
leucémics de tipo macrofigico denominada WRLIPM.! (72 Yy
posteriormente on suero endotéxico murino, 33{ como en el medio
condicicnado por pulmonez que se cbtiene como e describird  en,
material v método, y medio condicionado por macréfagos

1

peritoneales sometidos & 1a asccidn de lipopolizacéridos (73).

El desarrcllo de anticezigecce monoclonales 2speci{ficos para el
FeRy schre leucocitss humanes he establecido 1a stistencia  de
ires tipos distintos de FcR,

Hay tres clanes de FocR, el FeRI gque o5 una glucoproteina de
70,000 altenes (74, 279, vy &5 el 4dnico FcR que liga a la IgG
monovalente <wor uns  alta efinidad, ¥ zon una constante de
afinidad alta para Ig50 @ 136T humanon y IgG2 e 1903 de ratdn
{74, - 77)+ EL FcRIl, unz gluccproteins de 40,000 daltones que ha
sido definids par anticuerﬁas roncclonzles asi como sondss de ADN
cloncdo (70, 7°?, €9, 8!, 82y, dzs fcrmas da FcRLI fueron
identificadas (83), vy recientes experimentos con clonacion de
cADN apoyan el concepto de subtipos de receptores méltiples (80,
84), Todas lag farmas del FcRI! tienen afinidad bajs par$ la IgG1
manovalente, Yy parecen ser ezpecificas para complejos inmunes y

partinulas oot dac
El FcRIII también tien& baja afinidad psra Igh monomédrica y fue
originalmente identificads cemn una glucoproteina de 50 3 70,000
daltanes (835),

Er resumen, san reconncindos Lres clases do FeRy 9si como @

RIZI, £! polimorfismo notado

re
4

las formae¢ polimébricas de FeRII »

parace  esztar  relacionsde wn oambss zon las diferencias en los
alelos y 1la modificacién post-transduccional en diferentes
células (D¢, 87, 88),

La exprosidn de FeRI estd miyormente restringido a fagocitos
mononuclearcos, LOs monocitos de sangre perifiArica normal tienen
un intervalo de 15,000 5 49,000 sitios de FcRI por ceéluls,
mientras que los macréfagos tienen mas de 50,000 sitios .por
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céluls (77, 5° MY, Mznag de 2,000 sities Fel pror célula son

encontrados nobre granulazitas frescos aislades (21, 90)

El1 FcRIT =5 engresado cobre la perficie de . viertuslmente

todas 1lss células hematopowdtiz

[ sto oritrocitos y  es

probablemente @) deice FoR sobre  plaquetss, este FeRII se

dncuentra  en cantidades giailsres sobre Ladas las c®lilas que lo
presentan, Yy su esprecifa os relstivamenie  inalterada  ponr

H

citocinas inmunes 7732, E1 FeRIIL ws 2ltamante reconucido por su
Q,000 g 200,000

w6 humancs (92, %4y, En

alto pivel de expresidn (10 sitios  por  célulal,

sphre eyt =484 Atriets 1ns manocitos

humanns  tienepn nons FoRITI, mgLe humanns  asi

como los wmacr&foyos  derivadon o monccitos, oupresan altos

niveles de este recepior (95).

LROMATOLRAFTA

A través del tiempoy laoe méteodne de separaciédn han

evolucionado considerablemente, 5 tal grado guw ahors ws posible
separar una moldcula especifica de entre muchas otras, Los
métodos mds ubtilicados son los métodos cromategréficos. Dentro de
estos, los mds frecuentemente utilicados son la cromateografia de
exclusidn molecular. o tamiz molecular y 12 de intercambio idédnico,
En  este trahajo oo utilind lu cromategraffa de  tamix molecular
con el ohjetn de obtersnr fraccioncs errigurcidas de la proteina
deseada.

. En 1a cromatografia de tomiz melecular, 1la mezcla de
proteinas disueltas en uns solucidn sworiiguadora apropiada, se
deja fluir por gravedad s lo large de una column: empaguetada con
granulos, de un material polimero inerte, de ¢levado grade de
hidratacidn que ha sido previamante lavado vy equilibrado con 1a
solucidn amortiguadora.’ Les materiales mAs ududles pare el
llenado de 1las columnas son el Sephadex que o5 un derivado
polisacérido,” el PRio-Gel un derivado de poliacrilamida vy lsa
#garoso que es otro polisacdrido, los cusles pueden estar
preparados con diferente gradn de perosidad interna, En las
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cnlumnas las protninys do diferents Lamad:z molzecular penetran en

los poros internos de lus grdnulos en grados diferentes de

intensidad ¥y descianden a in large de 1a columna a velocidades
distintas.,  Las maléculss o r-oteinas muy grandes no pueden
penetrar an los aree de Ios granuleos, oo dice gue son excluidos

¥ sslen por ello en =21 lMumen de exclusisdn de la columna,

definido como wvolumen de 15 fsse acuoss en el exterior de log
grdnnulos. For otra parta, las proteinas m!y pequeNas pueden’
penetrar libremente oo el poro de lus grénulos, que obstaculizs
-1 asa o través de la columna, mientras que lsae protefnas de
grar . tomaio la atraviez:in con rapidecs 73 que no pueden penetrar

en 1ss particulass polim=zras hidratadass (94, ?7).

INTIRLTUCING-1

ILs interleucina 1 (IL-1) es una <citocina polipeptidica

inmunoregulsdora, product primordialmente par fagocitos
monbnuclesres, pera tambidn por maches otras Lipos :Elq!areé (98,
?9)y En base en el principio del puntec isoeléctrico " (PI),. dos
formas de IL~1 han sido identifizadsa? IL-1 alfs (FI 5.0) y IL-l
beta (FI 2.0).,

La forma predoninanle de lx IL-1 secretada en la

estimulocidén de macrdfagos de humanoas ez 13 IL-t beta.,. Ambas
39

interleucina 500 primers sittetizadas cen wna secuencia .de
sefales conveazisnales comec  pro-hormsonas intracelulares de

aproximedamente 270 aminodcidos. Las pro-hormonas son procesadss

para peoducic aeléoulaz oniratalulares de aproximadbmento 17
Nilodal+

superficie celular del macréfsgo,

Lznesy  @in 1z It-1 prcde scr encontrada sobte la

La IL-1 +tiene un profundo efectn sobre algunos * procesos
inmunoldgicos, regula 1ls =~onovacién tisular, 2a reparacion e
inflamacién por medic de sy actividad reg:ladora sobre algunos
tipers calulares come odlyls sndotelizles, granulocitos,
asteonclastos, cendrocitos, fibrablsstos, c&lulas hematopoyétices,
célulss naorviosas v c#lulas linfoides (102 a 103). E1° daRo
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n sin  restriccidn

snat it Jeodh

b} mavoris de los procesos

tizular profundo puedo oc
de L1,

inmunoinflemstori

T3toc sugiere que el

aetalimitg

snacrinpcisn,  libers vy

mesanismo

los efectos

t
far on srtnrigrmont s, ane duda de  1s
impo~tanzis gque tiene ») buen fun 4z lasg racrdfagos en

»romchas e sue fupcienes, -cada

e, con la finolidad de conocer

el organ

dis hav algqu nuevo.

1o relacidn que  existe entre &) nsordfago el granulocito
trak

que tratz de detehm#nar

neustrZila, ne 1levd 3
diPerens st omay ¢gre  tiene el CSF

alguns~ do lre o apop

s
d

seeretzde por macréfsgss sobre los precursores mielaides de MO,

en espocifico zrbre los precursores del grapilozito neutréfilo,
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MATER S Y MFETOINS

MATERIAL PRICLOGICO - Fars 1a rezlirzacién de este trabajo se
dtilizaron ratones hembrs de l: ceps CD-) de 8 a 12 semanas de
edad. oo

CONDICTIONES D2 CULTIVD - Se traba,jé en una campana dé cultivo
previamente humedecida con alcohol al 70 % 6 isodine (Norwich
Co, Méx.) vy esterilizads durante 20 min con luz ultraviolets,
asimismo, todo el materizsl de cristaleria se esterilizé en
auteoclave a 19 librss de presiéon durante 20 minutos.

Para el cultiva in vitro de 1las células de mscroéfagos
residentes (MacR) y de médula dsea (MD), se wutilizaron cajas
petri de pldstico (Durango Urla, Méx) de 60 x 1% mm y places de
microcultive con pozos de 6.4 mm di didmetro (Costar, USA), las

cuales contenlan un volumen de cultive celular de § lf'y de 200
ul respectivamente. ' Las cédlulas sembradas se mantuvieron en una
incubadora con una teamperatura de 37 C ¥ uns atmdsfera de 10 X de
€02 en aire y humedad saturante. El medio que se utilizé fue el
Medio Minimo Esencial de Eagle (ME) (Gfbco, USA) (Apéndice 1), al
que. se le sgregd 3.7 g/) de Carbonato de Sodio y antibiédtico
(Penicilina G 100 UI/mi y Estreptomicina 100 mg/ml), ajustado a
un pH de 7.2 ¥ filtrado para fines de esterilidad con filtros de
membrana (Millipore, USA) <con un poro de 0.22 micrbmetros de
disdmetro. £l medio estéril se mantuvo an el refriqerqdor a4 C
hasta el momento de su uss. -Fars el cultivo de cdlulas se empled
ME suplementado con. 10 % de suero de caballo (SC) (Gibco, USBA)
y Microlab, Mdx,), previamente desactivado a 56 C por .30 min, y
almacenadn 3 -20 C. '

Fara mantener 3 las células en condiciones fisiolégicas

estsbles por perfodos cortos de tiempo, se utilizé una Soluciédn
Amortiguadora de Fosfatos (SAF) (Apéndice 2), Esta solucién se
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ajustd a un pHde 7.2 v se arterilicd cen un filira de membrana

con poros de 0.22 picrdmetros de didmetro ¢ se 2lmacend 3 4 C o

Con  un microecdpio  invertido (&merican Ostical, USA)  se
observd el estado de las ceélunlas ast come 1z proliferscidn de las

mismas con base en los grupes y cclonias formadas,

CULTIVOS - Todos los cultivas do células de wdduls 4sea y de
macrHfagos residentes, e llazveron o caba on EM suplementade con
10%Z de S0 y 40% del medio condicionado de macrdiagos o de  gtros
tipos celulares, utilizados como inductor., Todos los cultivos de
MO y de timocitos fuercn llevadss o cabe en placas de
microcultivo, micntras que loz cultives de macrofsgos residentes

fueron realizadces en cajas petri de plistiza.

MOLECULAS ORTENIDAS  FOR  RECOMRINACION  GENETICA - Las
sustancias reccomhinantes wubtilizadss o este trabajo fueront
interleucina-1, 20 ul da hna solucidn stok (150 ng/ml) aRNadida a
los cultivos respectivas} factor estimilador de colonias
granulociticas .(G-CSF), $ wul de 13 solucidn ‘stok (20 wug/ml?

adicionada a los cultivos respectivos.

PREFARACION DE LA OILUCION DE INMUNCGLORULINA G (I1gG)» -~ Se
diluyd inmunoglobulina G (75, 1468, Cordis Labs, USA) en B8AF a 1
1,600, Se almacensren 4 ml en tubos de ensaye y ¢ conservaron
congelados @ — 20 C hasta su uso, Siempro se utilizé el total de
Ig6 diluida una vez descongeladz pars evitar 1 pérdida de su
actividad,

TEDNICA DE  ROSETAS - Con el obeto de obtensr eritrocitos
opsonizndbs con anticuerpo (EAY, =0 obluveo zhngre de  carpero

(eritrocitos de carnero (EC)), madisnte puncidn Yyujuluzr en forma

aséptica, inmediatamente después se colocd en Solucidn de Alsever
(Apéndice 3) en proporcidn 131, mantenidos por 7 dias & 4 C antes
de su uso. No deben emplearse en esta técnica EC después de 5
semanas de extraidos,
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fara opsonizar a los EC, se toma 1 m) de la sangre de carnero
en solucién Alsever y se lava tres veces can SAF, se centrifuga »
800 gravedades, para posteriormente agregar 196G en una proporcién.
11, Esta mezcla se resuspendid e incubéd en bafo marig a 37 C
durante 30 min, para obtener eritrocitos cubiertos‘_ con
aﬂticuerpo. Los eritrocitos as{ obtenidos se lavaron con SAF para
quitar el exceso de 196G lihre. Finalmente se resuspendigron lds
eritrocitos opsonizados en el doble del volumen de SAF}utiltzldo
para su preparacidn vy se almacenarcn 3 4 C hasta su usoi_ sin
exeder de 5 dias.

TECNICA EM RICAPA DE AGAR - Esto técnica consta de dos capas
de agar sobrepuestas en una caja de cultivo. Fara la primera c;pl
se prepard agar (Bacto Agar, USA) al 3 % en agua bidestilada, vy
se esterilizd en autczlave durante 1% min, posteriormente se
mantiuva a3 una temperatura de S2 C, ae mexcld con 20X de ME,  20%
SC , 20% MCF y 20% ME doblemsnte concentrada (2X), el volumen
final es de 5 ml por cada caja de petri. Se esperd que
transcurrieran 20 min para facilitar la gelificacion antes de
agregar la sequnda capa de agar. La segunda capa se prepardé con
agar al 1.83 ¥ en agua bidestilada, se colocaron 300 mil células
de médula ésea en ME, en estz capa se utilind 10% de 5C, 50X de
ME con lass células hematopoiéticas, 20 % de ME 2X y 20 X de sgar.
Después de colocar 1a gsegunda caps se@ esperaron 20 min para que
se‘qelificara. Posteriormente, se incubaren por un pcriodb de 7
dias. Se consideré como coloniaz cuando estaba formads de més de
30 ceélulas, y grupos cuando existian de 8 3 29 células‘

MEDIOS CONDICIONADOS - El medio condicionado de mscrofagos
residentes (MacR) se preparéd mediante el cultive 'dnd'vﬂlek
‘estimulados con 10 ul de lipopolisacéridos (LFS) obtenida de una
solucién stok (lug/ml) por caja, se incubaron durdnte 4 dias s 37
C en EM suplementado con 10% de SC, Al términc de este periodo se
colecté el medio de cultivo de 1las cajas de petri (sedio
condicionado (MC)) y se centrifugd a 5009 por S win pars eliminer
a las células. Se almacend el sobrenadante 3 =20 C hasta su usos

3



El medio condicionadn do macrdfages inducidos (Macl) se
obtuvo a3l cultivar macrédfagns que fucrdn inducidos en la cavidad
peritoneal al invectar 2 las ratones I ml de caseinato de sodic
al 10 % en 13 cavidad peritoneal (apéndice 4), parg sev abtenidos
despues de 4 dlass como los MacR. Las Macl se cultivardn de manera
dimilar 3 los MacR pora elsborar MC.

Medio condicisnado de epitelio (MCEY v medio condicionado de
fibroblastns (MCFY - Estes medios s@ prepsran al cultivar
celylas de epitelio de riRén y fibroblastos de pulmén en EM
suplementsdo can 10% de SC, s incuban por 4 8 7 dias, al téemino
de los cuales se colewcta el MC y se pracess de manera similar que
a los anteriores.

PRUERAS DE ESTERILIDAD - Parg probar 13 esterilidad de los
medins vy solucidnes empleédoz en nuestros cultivos, se colocd una
gota de estas en un tubo de ensave gque contiens 2wl de Cslde de
Soya Tripticaseins 8l 3 K; o caldo de Sabouraud (Kionon, Méx),
previaménte esterilizados en sutoclave, sa incubaron por 48 hrs
a 37 Ly al término de lo cusl se verifics si har desarrello de
microorganismus.cantaminantes.

OBTENCION DE MACROFAGOS RESIDENTES - Sc sacrificaron ratones
mediante Yo dislocacidn tdfalo-madular pars proceder 3 laver 1la
‘cavidad peritoneal mediante una inyeccidn de 10 ml de GSAF,
enseguida se ds una ligera sacudida a) animal con 2} objeta . de
suspender la mayor cantidad deo cdlulas residenies, vy poder de
esta forma recuperarlas sl extraer el SAF invectado. EY  exudado
se colocd.-en un tubo de pléstico previamente enfriado para evitar
la adhersncia de los fagocites a las paredes del tuypo, Este
procedimiento de extraccién de células se repitid por das o tres
~v-ces. se varid 13 cantidad de SAF. inyectado, se *utilizé S ml en
vez de 10 ml de SAF., Las células obtenidas se lavaran tfes veces
con SAF, se resuspendieron en EA, se& centaron ¥ so ssmbraron 4
sillones en cajas de pléstico, Se incubaran durante 1 hora # 37 C
para permitir la adhesidn de los fagociizcs ol substrato del
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recipiente de cultiva, Transcurrido este tiempe se procedid a
retirar el ME en el que iban todas aquellas células no adheridas,
En  seguida se lavé tres vaeces la c¢sja con SAF., For Aﬂltimo 1)
agregéd EM con 10X de SC y 40X de inductor en las cajas que lo
requirieron,

OBTEMCION D7 CELULAS DT MFDULA 0SEA - Con el objeto da
-obtener células visbles de MD se sacrificsron ratones. mediante
la dislecacidn .céfalo-medular para proceder o retirar los
fémures, los cuales s& colocaron en una caja de petri con ME. A
los fémures se les perford ambas eplfisic y con la ayuda de una
Jerings de ! ml, se lrs hizo fluir MF ds un extrems a otro para
extraer todas las células de ls méduly, sz colectaron las células
en tubos de enscre pars pesteriormcnte lavarlas tres Yeces con
SAF medisnte centrifugacidn a BOO gravedades (g) por 3 mig. La
cantidad de cAlulas obtenidss e determingd por conteo en  un
hemocitdmetro (Americaen Optical, USH, pora oblesor los células
Totisles (T) en EM. Se sembraron pars cadas experimento 400,000
células. por poza, resuspendidas on EA al 10¥ de SC y con un 407

de inductor.
OTROS FAROCEDNIMIENTOS

TeRido de células - Fara hacer frotis de las células
mieloides se procedisd de ls siguiente manera! las células se
colocaron en portaobjetas mediante una centrifuga especial
(*cytospin® Shandon Southern U.S.A.)} 3 1,000 revoluciones peor
minutoe (rpm) durante S minuios, posteriormente se fijan con
metanol -y se tifen con el Hemocolarante Répido Sigma (Sigma de
Méxica).

Para la determinacién de rosetas en marnrédfagds, se adiciond
0.1 w1l de eritrocitos opsonizadns a las cajas de cultivo y se
incuban a 37 C durante 1/2 hora, pasado el tiempo de incubaciédn
‘se lavaran las cajas con SAF y se procedid s fijar los cultives
" con metanol, teRirlos y evaluarlos.
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CONFIARILIDAD NE RESULTADOS - Todass 1ns experimentos
realizados ‘en esie trabajc, wo efectuzroer posr duplicado. Cada.
experimento se reslizd independientemente uno de otro y los
resultados .se eupresan comg el promedio de estos wvalores. Los
célculos de 1a desvipcién standar se encuentran entre el 015 x

damo walor minimo y el 7.0 ¥ como valaor méiimo,
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RESULTALIOS

INCREMENTO DE LA ACTIVIDADL' FAGOCITICA Y DE LA EXPRESION DE
RECEFTORES Fc EN MACROFAGOS RESIDENTES (MacR), ESTIMULATOS CON EL
MEDIO CONDICIONADD DE UNA LINEA CELULAR DBE TIPO MACROFAGICO. (MC-
WR19M. 1),

Es conoccidp que los macrbfagos son células capaces de
inducir & su prépias diferenciscién (104, Es mds se han
identificado factores producidos por estas células que tienen 1la
propiedad de inducir tanto la proliferacién como 1a
diferenciacién de precursores hematopoyéticas mieldides (76,
105), Aunque en un principiﬁ se pensbé que una séla molécula tenia
la propiedad tanto de inducir a la proliferacién camo a 1»
diferenciacién a3 los macréfagos (100), recientemente se ha
encontrsdc que son wariass maléculas las que actdan en  conjunto
para producir células fdncion;lmente maduras (104, 107, 108,
109y,

For tanto, . gran esfuérzo se desarrclla hoy en. dia para
determinar qué molécula tiene 15 propiedad de  inducir a 13
proliferacidn celular (llamsds factores estimuladores de colonias
*CGF' (del inglds Colony Stimulating Facter)) y cualey 13s de
diferenciacién, Entre las de diferenciacidn se encuenitfan las de
receptores inmunnldgicos come son las de inducién de raceptores
para Fc (FcRI) y para C3 (C3RTY (1043, . :

Con 1la fipalidad de determinar si las células de ¢tipo
macrofagico, son capaces de producir moléculas diferenciadoras,
ya sea para estimular 13 fagozitosis especifica (FcRI) o 1a
fagccitosis ine;pécifica, se utilind el medio condicionado de la
linea celular tipo macrofsgica WRI9M.L (MC-WRI?M.1) que ys hs
demostrado secretar al medio de cultivo factores de proliferscidn
y diferenciacién, que actdan sobre células de tipo iacroflqi:o.
Fara ello se cultivaron durantc 4 dias 9 millones de wmacréfagos
residentes de 1o cavidad peritonesl de ratén (MacR) vy se evalué
el porcentaje e células que prosentaron auménto tanto. en . los
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receptores purs Fo, come en la capacidad de fagocitar particulas
de latex de 1.1 um de dismatro (tahle 1),

En la primera serie de ewpurimealos se comparéd unicamente la
capacidad inductora del medio ceondicionado de fibroblastas (MCF)
¢on la del MC- WHLOM.1 v o obtuva gioe 1s  del  MCF era
sigrificativamente mbs intensas para 1s indurcién de rosetas parg
En (eritrocitos con anticuerps), mienitrss que semejante a 13 de
fagocitosis de particulas de ldten. Sin emhargo para determinar
si  enxistia algin sumentn respecto a laz cdlulas en oauspncia de
estes inductores, en la segunds soric de experimentos se procedid
a comparar con ue control. En este caseo e obtuve nuevamente que
MCF  era mds efectivo para la induccidn de rosetsas EA, pero que
ninguno de los dos inductores era cepax de inducir la fagocitosis
de particulas de l4tew (tabla 1),

Inductor % Rosetqs an Mack % de Fagocitosis en MacR
R RF TR had <10 »10 TF T0

Exp 1 MC-UR »19 0 19 81 14 [ 14 -1
MCF 90 12 62 8 13 0o 13 87

EFP 2 c 22 S jedrd 73 12 1 13 87
MC-WR 29 1) 34 bé 12 1 13 88

MCF - 31 13 44 Sé 12 0 13 87

‘Tabls 1. Daterminacidn de la actividad fagociticd y expresidn de
receptores Fc en macrdfagus residentes de la cavidad peritoneal
(MacR).- (C) control, (MC-WMR1PM.1) medic condicicnado de la lines
macrofsgica transformada WR19M,1, (MCF) madic condicionado de
fibroblastos de pulmén, (RD) rosetas ddbiles, (RF) " rosetas
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fudrtes, (TR) total de rosetas, (T 4ctal de células desnudas,
(<,2) celulas gue Fagncitan menos de, o mds de 10 particulas de
ldtex respectivamente, (T0) totsl de células que no fagocitan.

Los resultados de estos ensayos demuestran gue el MC-WR19M.1
Ao estimula ni & 1z eupresi6n de receptores Fc ni 3 la actividad
fagocitica de los MacR, For tanio podemos suponer que estag
células no tienen 1la capacidad de inducir la autorregulacién de
1a fagocitosis,, For oira parte el MCF de pulmdn que se sabe
cantiene FcRI estimuléd como era de esperarse 3 la formacién de
rosetas de tipo EA, Sin embargo esle MCF na indujo la fagocitosis
de partf{culas de ldtan, Este resultado nas indica que es probable
que sean diferentes 1oz factores de estimulacién pars la
fagocitosis especificae de l3 inespecifica.

ta falta de respuesta de lcs MarR 3 ser inducidos s 1la
diferenciacién por el MC-WRiI®M.1, puede deberse por un lado a que
las células no sean sensiﬂﬁes a este factor o a que sencillamente
los “MacR esten en una etapa de diferenciascidn ta3l, que ya no
respondan 3 un factor que pudiéra diferenciar a células wmenos
maduras., Debido a esto, consideramos que podria ser més
informativo pars resolver onire estas posibilidades, el utilizar
un sistema en donde se encontraran cédlulas en diferentes estadios
de diferenciacidn, Por ello se prozedid a svaluar diché_actividnd
en células de mAduls dsea (MD), en donde es conocido que existen:
células de 1a 1linea monocito-macrdfago en todos los estadios de
diferenciacidn.

DLTERMINACION DL LA CAFACIDIAD DIFERENCIATNORA DEL MC-WR19M.1 SOBRE
FRECURSORES DE MACROFAGCS Y GRANULQCITOS DE MEDULA OSEA DE RATON.

Existen ovidencias que sugieren la exidtenciq de . un
precursor comdn para los granulccitos y los macrofagos '(4%,310),
se creyé conveniente el determinar si el MC-WR19M,1 proiqnthl. at
igual que con les Mack 1a imposibilidad de inducir a la formacidn
de rosetss para EA.  FPera ello se dtilizaron B‘.ltilonil de
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celulas de MR v se mantuvieron en cultive darante 4 dias en
presencia de A0% de wute madio candicionada, Al final del perfodo
de incuybacion se aplicéd 1s téznica de rosctado EA v se  tifNeron
las células con la finalidad de evaluar morfalégicamente a los
granulocitos que presentabin formaci6n de rosetas (tabla 20,

Inductor % de rosetas =n MO ¥ Granulocitos
. RD R TR Th Cx ©
c 2 0 2 eg 98 2

MC-UR19M. 1 2 1 3 ?7 8 P2

Tablaz 2. Lvaluacién de la capecidad difercnciadora del NC~-WRI9M.WQ
sobre c8lulas de Médula dses /M3) » andlisis de granclofitogs (C)
control, (MC~WR19M.1) madio condicionade dr la linea manrofdgics
transformada WR1?M,1, (RN rogetss débiles, (RF) rosctas fuertes,
(TRY total de reosetse, (THY dotal de células desnudss, (CR)
células en banda, (G) granulsocitos maduras.

Encantramos que log  granuylocitus de 1l MO tampaco
‘presentaron un aumento de rosehas para EA respecto al control sin
medie condicionade (Tabla 2, fin embarge al analizar 1la
morfologla de las células de tipc granulociticas, nos encontramos
ques asungue 1los granulocitos no presentahan receptores para Fe
estas se encontraban morfalagicamente muy diferenciades, cuando
s incubaban  en presencis  del MC-URIOM.L, En ofecto,. en
i presencia do este medio condicionado el ?3% de los granulocitos
prasentaban uns morfologfa onuclear altamenta segmentada,
evidencia de uns diferenciascidn muy avanzada, mientras que en
susencia de aste medio condicionazdo sdlo el 2 por <iento de las
células presentaban ests morfologfa. £1 98X de los granulocitos
que no presentaron marfologia altamente segmentada, presentacron
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niclen on forma de bsnda que indica gue se ancusntran en ung fase
intermedia de su diferencincidn. Ademds del anadlisis morfolégico
encontramos que los granulocilus constituyeron el S&% dhkl  total
de <c¢élulas blancas, mientres que el 40% fue de células tipo
macrofagico y el 4% de céhluls

restant2s fueron de tipo bléstico.

El hecho de que el porcant: de célulss de tipo macrofdgico
encontrado no presenitsbas formscibn de receptores psra Fc parece
indicar que probahlemente el MC-WRIPM.1 csrezcs de este tipo de
inductor puestn., que se supore que en 1: MO se encuentran
presentes todos los estadics do diferenciacidn de este tipo de
célula.

Nuestros resultadoc en < rnzezuencia pzrecan indicar que los
macréfagos  traasformados zon capaces de produzir oun factor
diferenciador do granulosites. Eetos recultades van de acuerdo
con otros (1L1) en les cu{les se demuestrs gue los macréfagos son-
capaces de modular 13 diferenciacién de células granulociticas,
For tanto ceriz conveniente el determinar st el factor de
diferenciacién .morfofisiolégics de granulocitos proveniente de
macrofagos tiene otras propiedades de induccién a la
diferenciacién de estas célulss,

EVALUACION [E LA ACTIVIRAD DEL MC-WR1PM,1 SOPRE LA DIFERENCIACION
DEL SISTEM& MONDCITO-GRANULOCITR EN CE!LULAS DE MEDULA OSEA.

Una. vex determinado que ! MC-WR19M.1 tiene actividad
diferenciadora sobre células de tipo granulocitico, se procedid a
. evaluar sf{ dentro de estas propiedades de diferenciacidn tanbién
se encuentra la de induccidn 3 la fagocitosis.

Por otra parte, al utilizar células de MO se encontird, Que
el MC-WR19M.1 no tiene capacidad inductora de receptores Fc en
células de la linea macrofagica, pero aun no hemos evaluado soi
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tiene capacidad de induccidn a la fageocitosis —obre este tipo - de
célinlas, Por consiguiente se procedisd en forms simgltsnea a la
evaluacidn de induceinn de  fagozitosis de gramulocites v
macréfagos de MO por el MC-URIPM.) para completsr este estudio
(tablas 3,
i 5
Fara ello so sembraron 4 1 10 células de HD en pﬁesencia dq
40% del medio condicionado duranie 4 dias. Fosteriormente a este
periodo de incubacién se procaediéd 3 reslizar el ensayo de
fagoeitosis, & teNir las células v a efocluar ung evaluacién
diferencial de  aquellas que hshian sida  inducidas a la
fagacitosis, Nuevamente  como centrol negativo agregamos un
cultivo sin inductores, En esta ocasidn tambiédn se agregaron el
medio condicionado por epitalios (MCE) &l  MCF comoe contraoles
positives ya que -se ha reportado que este. tipo  de célylas
estromales tienen la capacidad de inducir 2 la diferenciacién de
células de tipo macrofégico y granulocitico (108, 112;.x13, 114,
115, 1183, )

% Fagacitosis

Granulocito Macradfagos
Iductor <8 >5 T <10 *10 T
£, 193 22 10 24 34
HC-WR19M. 1 35 21 56 3¢ A7 a3
MCF 2 22 45 54 35 8y
MCE 38 28 &3 ND &ﬂ NI

Tabla 3, Evaldacidn de 1la sctividad fagosfhica de mzordfagos ‘y.
granulocitos de MO en presencis de difersntas inductores. (C)
contral, (MC-WRI9M.1) medio condicianado de la lines macrofégica
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transformada WR19M.1, (MCF) medic ceondiziznado de fihroblastos de
pulmén, (MCE) mcdio cendicinna-de de células epiteliales de riRén,
{p»)  celulass gue fagscitan wenos de o mée

de S o 10 particulas
de 1&ie;: respectivamente, ‘T) toial de :4lulss que fagocitan,
(NIY no  detersl

15 o=scaces de células de

tacrbfagns en procencis de este inductor,

=l Caua

tiuestroe resultadns  muestran gue tanto el MC-WREI9M.1- como
1o MOC » MOF tissen una aatividzd inductora de la faqoéiioiil en
granulccitos de MG,
del do (Tabla 3. Aqui, parece que los
macrofsgos tambiédn fuszron inducides importantemente ] la

e respecto =1 control esta actividad

aumnentd en

fagozitesis, ol embavrge  roands se oh=marvarean les cnltivos  al
microscopio antes de snr processdoe para la prusba de
fagocitosis, s& encorird g2 un gran ndmero de macréfagos
»permaneciernn adheridns .al sustrato. Suponemos que csta
observacién  provienc del hecto fn gue en susenciz de factores
inductores, 1o ascrdfages inasdurns 4o la MO tienen tendencias @
adherirse 3 135 superficies do las cajas de cultivo vy mantenerse
en cultivo por muchos dias mbs, mientras que los granulocitos en
ausencia de este tipc dn factores, tienden & lisarse a los tres
diss de cultive.

En  consezuencia no soheacs sioel aumento del porccntlJ‘ de
macréfages  coan capzcikad fagocitiza en nuestros experimentos se
debis  justamente 3l aumenta proporcienal de este tipo de células
al morir los grarulocitss, © 2l hecho de qua sxiste una moléculs
induztora de escta propicdad para este tipe de células en el Me-
URI9M, 1., Se procedié s efectusr un andlicic morfolégico de . las
ctlulas que se aencontraban on los cultivos del ensayé anterior,
para esclarecer oetas posib:ilidades (tabls 4>,
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Induntor on G TG Mac B T
c a9 2 56 k31 3 34
MC-UFL9M, 1 3 83 84 10 4 14
MCF : 49 9 o 32
MEl 1 77 78 14 8 22

Tabla 4. TDaterminacién ~du la capacidad e  induccién a la
diferenciacio’n que tienen diferentes inductores sobre células de
MO, (C) control, (MC-WR1?M.1) medio condicicnado de la - linea
macrofagica transformada WRIPM. 1, (MCF) medio condicionado de
fihroblastos de  pulmdn, (MCE) medio condicionadn de células
epiteliales de riNén, (CE} células en banda, (G) granulocitos
maduros, (76 tolal de  granulocitsas.  Mac) o macrdfagos,  (B)
células hldsticas. (T) total.

Nuestros resultadaos muestran gue tal ; coms lo supusimos . en
los cultivos control ein medio condicionado axistia una
proporcibn mucho menor de granulocitos respecto @ los - macréfagos
{Tabla 4), Fuesto que esta diferencia fue de m4hs'del dohle y que
el sumento de la fagocitosis inducida por lrc diferentes factores
en macrdfagos tambidn fue de este orden de  magnitud creemos
haber demostrado que no eniste induccidn a8 la fagocitosis por el
MC-WR19M.,! @on células de tipo macrofigice, miznirss que es muy
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evidente en «dlulas de tipns granulocitizo. Este fenémeno
registrado en este ensaro, pudo ser ocacionado por un pipeteo no
homcgéneo al tomar las  muestit

para llevar a cabo lss
praparaciones de figjacidn y tincién de las células,

. Fademes suponer en basa a los resultados,. que las célulls.dn
tipo macrofigico son capaces de producir factores de rogu!ocibﬁ
de 1la difcrenciacién de célulns do tipo granulocitico. Por otro
ladc también encentramcs que cotas mismas célulss son  incapaces.

de inducir 3 los granuleocitos s eupresar receptores para Fco 1lo

cual nos indica que deben de enistir varios tipos de factores

para la induccién de 1las propiedades de  diferenciscién de

grandlocitos b4 no sdlo una moléculas cen todas !ltll.
caracteristicas, Es m&s consideramss quae soerdia conveniente el

efectuar una sepsracién biaquimics de las moléculas contenidas en

el MC-WR19M.1, para determinar si las propiedades de induccién a

la fagocitosis y & 1la . diferenciaciin morfofisiolégice son

respaonsabilidad de una o Je dos diferentes moléculss.

CARACTERIZACION DE LA FRACCION NIFERENCTADCRA DE GRANULOCITOS

Con la finalidsd de determinar el peso molécular dl,fIOI
factores que pudieran estar involucrados en la induccién de los
cambics wmorfofisiol@igices (fagocitosis v morfologia madurs) .en
granulocitos, en base a unzs cromatografia por filtrado molecular
del HC—QRI?H.l 7 provando sy actividad-de CSF en cultivos de MO
en =gar reslizado anterinrmente en este laboratorio  (Fige D)
(110}, ge obtuvs que lac fracciones 44, 45, y 44 forman un pico
de actividad estimiladars de colonias, el mayor ndaero de
colonias lo presenta 13 fraccion de 45 por lo que se dice que.
este factor tiene un peso molecular de 4%,000 daltones.
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Con 13 finalidad de deiterminiar 3i 1o meoldeaula activadora CSF
contenida on este madio condicionado tambidn: tenta funciones

diferenciadoray de g

9

aanlocitos, o3 procedis a3 utilizar las
fraccianes cromatagraficas 44, 45 vy 44 an donde se ‘sabifa estabs
este factor {110, 117}, Fara elle se relizaron los ensayos de
fagocitosis y morfalagla en células de MO, en los gue se utilizé
80 ul de una mexcls de éstas frocciones. Como controles posttivas
se utilizaron lipopolisacdridos bacteriancs (LPS) de paredes de
Salmonells Tiphipurium, MCF, MCE y MC-WRi%M.1 que se sabe tienen
este tipo de actividad y como negativo un cultivo sin inductores
(Tabla & y &),

% Anslisis Maorfolégice

Inductor ] G

c ;14 11
MCE © 10 90
MCF 15 1]
HE-UR1OM . 11 89
Frsceiones. . 12 |:id

Tabla S, Determinacidn de 1o actividad diferenciadors .ﬁoi~ HC~
WRIPM.t y 15 mezcls de las fracciones cranazoqr“i‘cnmxlh ‘4% y
44 de aste mismo medio. (C) control, (MCE) medio condicionado de
ctlulas epiteliales de rifdn, {MCF) medio  dandicionado - de
fibroblastos de pulmdn, (MC-MRIPKM,.1) medic condiclionsde de  la
1inea macrofdgica transformada WRIPM. L, (fracciones) mezcla de
las fraccicnes cromatograficas 44, 4%y 45 del MO-URISHM.i, (CB)
células banda, (6) érsnuln:itos pnlimorfonucleares maduros,
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Inductor ¥ dn Fagorileosis de Oranulccitos

s hdsd T TO

C 14 1 17 83
LPS ¢ 12 18 42
MCE 34 Lo G52 48
r.c% ' 28 ] 36 &4
MC-WPIeM. L o1 il L] G4
Frocciones 15 g 42 I8

Tabla 4. Evoluacidn do lu actividsd fagocfiiza ds grsnulocitos de
MO 31 sar estimulados con diferentes inductores. (L) control,
(LFS) lipaopolisacsrides. de paredes bacterionss de $S3lmopells
tiphimurium, (MCE) medio condicionado de célulss epiteliasles de
rifén, (MCF) medio condicionado de fihroblastos de pulmdn, (MC-
WR1?M.1) medio condicionsdo de la li{neca macrofigica transformada
WR1?M.1, (fraccicnes) mezcla de las fracciones cromatograficas
44, 45 y A6 del MC-WR19M.1, (<,>) células gue fagocitan menos de
o més de S particulas de létex, (TF) tLtotal de célulass que
fagocitan, (T0) total de células que nofagocitan,

Estos resultados muestran qQue aparte del MC-WRI9M.1 1la
wezcla de las fracciones cromatogréficas también induce cambios
morfoldgicos en los granulocitos neutrdfilos. En efecto mientras
que en 165 cultivos sin inductor las células en bands representan
el B9 X del total de granulocitas vy aquellas polimorfonucleadas
s6lo el 11 %, en presencia dol las fracciones 44, 45 y 44, el
ndmero mayoritario correspondid @ las polimarfonucleadas con -un
872 ¥ del total y sélo contenfan un LT % de cflulas en bands
{Tabla 5), Lo asctividad diferenciadors de Ya morfilcgia ‘nuclear
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del agranulocilc contenids en las fracciones cromatogrdficas fue
seme.janta a la obtenidz por ol MC-UR19M,t y el MCE, 1
significotivamente mayor o la del MCF, En consecuencia podemos
suponer que la molécule inductora & 1s diferenciacién . de
granulocitos en banda a granulocitos maduros tiene un peso
#imilar al CSF contenids en 2l MC~UR19M.1 ya que ambas se
encuentran en 1lzs mismss fracciones,

Cuando se evalud 15 Iinduccidn 3 1a fagocitosis de 1los
granulecitos neutrdfilos por los  diferentes  inductores e
encantraron  resultados similares 8 3quellos de induccidn a 1a

morfalogis madurs de estads células ( Tabla 6). Sin embargo en
" esta serie de euperimentos las fracciones cromatogréficas
presentaron la mayor actividad induyctora, se encontré que 1la
induccién era de mAs del triple (62 %) de aquella del control
negativo (17 %Y, Nupvaments tndes los  controles positivos
mostraron tener capacidad de induccidn = 1a fagocitosis y el MCF
fue aquel que presentd ia mencr.. For tanis se puede suponer que
las fracciones incluven al inductor de 1la diferenciscidn
morfolégica de.granulocitos, al de induccién a la fagocitosis ¥y
al de formacién de coloniss, que .tienen pesos moleculares
similares. Esto ao nos permite descartar la pocibilidad de que el
efecto. corresponda'a otras moléculas. Sin embargo @l hecho de
haber encontrado que laz fracciones del MC-WR19M.1 que ?antiniqﬂ
al CSF  +también induéian propiedades de diferenciacién en
granufncitog, no  excluye gue pusdan existir otras moléculas con
estas mismas  propiedades. Una vez que se sabe que el CSF
contenidn - en el MOC-URIOM.! tiszne la propledad - de A{flr.ncilr
granulocitos, saria interecsante saber si este CSF tiene
propiedades de G-CSF,

DETERMINACION T QUE EL MC-UR19M.1 COMNTIENE ACTIVIDAD DE G-CSF Y
MAS DE UNA MOLECULA ~COCN FROPIEDADES UDIFERENCIADORAS DE
GRANULOCITOS.

Gespués de determinar ol efecto diferenciador del HC-WR19M. 1
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FORCENTRADE

X EEEENRERE

sobre granulocitos de MO y de demostrar que las fraccionss cem
actividad da CCF son las responsatilae de tales efectes, se
considerd adecuado ensayar todas las fracciones cromatogréficas.

. 401  NWC-URIPN,1 sobre cultivos liquidos de NO pars detectar. 10

pesidie’ existencis de otras soléculas contenidas en este eadio
u'n“:umuo. con propledades de induccidn o 12 sorfolegfs sadurs
de_ gronutecitos vy s 18 fagocitosis (Figuea £}, Adents en log
ensayos ¢de €SP se tiNeron las células pars evaluar que tigpe de
coloniss se preducian,

D FoocITot IS 5 CANLOCITOS MADWIOS

il

WCCXMSSSMTMHF[M?

Fig. €. Daterainacidn de 153 propiedades estisuladerss o 1o
diferenciacién (morfnilgica v fagocitice) de las fraccionss
cranstagréficas dal NC-URIIN.1 en células de MO en cultives en
1igquide.




Encontramse que  evisten  des  picas  de  activacidn con
propiedad difereacisdora de granulocites. uno carrespondiente al
previamente decsrito (Fig .0 cap un pesn anleculars de 45,000
daltones el cual demastramos tiene actividad diferenciaders v
groliferadors de granulocitos noutrdfilcs (Tahls 5), y un segundo
pice situzdo en las frsccienaes €7 v SR, ~<an similar actividad
diferenciadora, poro cip actividad de CSF, zuyo peso molécular es
de 17,000 dalterzs. Eu conveniente hacer nctar (Fig E), que la

actividad inductors de fagezitnsic fue msvor vn la fraccidn de

17,000 daltonee: mientrss  Tue 1o

roefaldgica  fue
mayor - en laz de 45,000,

Serfa interesante o1 determinor si este pico de 17,000
daltones es la interlencina *, 1& cual se sabe py producida por
macrbofagos, aue pess 17,500 deltones v que tiene prosiedades  de

diferenciacidn ern c#lulas minloides (1177, 118).,

Con 13 finzlidad de determinars sf el CSF contenidn en el MG-
WR19M. 1 tiene actividac de B-CEF s efectad un enssys de colanias
en agar en el que se@ utilizé como controles positivos uka
molécula recombinante humana de G-CSF (rhG-CSF) y el MCE que se
.sabe induce 3 las fermacidn tanto de celoniss de macréfagos como
de granulocitos. Como controles complementarios se emplearon el
MCF que se sabe sélo induce a colonias de macréfagos ¥ un cultivo
sin medios inductores. Por otra parte se utilizaron también los
medios ' copdicionados por macréfagos residentes de 1a cavidad
peritoneal del ratén, para determinar si las células normales. . de
tipo macrofdgico también son capaccs de inducir colonias v de. que
tipo (tabla 7).
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% UE COLONTAZ

GRANULOCITQS Mac ] TC
INDUCTOR cn G 10

C D 0 o] 0 /] ]
MC-UR19M, 1 18 74 4 b : ] 250
rhG-CSF 1 69 80 14 6 425
MC-MacR 146 S5 72 fesed & 445

MC-Macl 0 0 0 0 (4] [}
HeF 1 5 10 90 ) 209

MCE k4 27 EE) 45 9 500

Tabla 7. Teterminanidn 4o l: capacidad inductora a la

diferencicid qu= tienen diforantazs inductores sobre células de MO
en cultivas de agar, (€} contral, (MC-WRI9M,1) medio condicionado
de 1la linea macrofégica transformada WR19M.1, (rhG~CSF) factor
estimulador de colonias de granulocito recombinante humano, (MC-
Mack) medic condicionadszs de macréfaqges residentes, (MC-Macl)
medio condicienado de macréfagos inducidos, (MCF)  medio
condicionado de fibroblaesteoz <2 pulmén, (MCE) medio condicionado
de células epiteliales de riRén, (CR) célulss en bonda, <GB)
granulocitos maduros, rTRY  total  de gr3nulocito£, {Mac)
macrdfagos, (B> células bldsticas, (TC) total de colonias.
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Los  resultzdes vrcontesdns nos
HC-WR19M.1 v el rhG-CSF tienen
MO (Tabls 7).

e efoctiszmente el

schro células de

fehe

MO-URI?M,L resultd

ser mis efectivo en la induccién de colonias de tipo granulecitq

£~ de nelyr que el C8F costonide

pues el 94 X de =llas dewostrarin teoner esin morfologia, mientras
que con el rhE-C3F cole 2ntaran el 80X  (tabla 7).
Frebsbl

e

carer-

pmente 1

ingahe uns ome

‘rula . que

da las zducida  en células

n
procariontas, resultd tanar menor espszidad inductoras que 13 de
duci

la moléculas producids por células eucariontas.

Tal v @l MOF o-ndu) s arincipalmente
colonias de vooelt uMeE tanto colonias

macrafigicas come granulo

; (Tsbla 7Y, Ex 2~ 1llamar la
atencidn que s6lo los macréfagos  rosideales de la cavidad
peritoneal presaentaron sctividad  dirdocteora semejante 3 la
a rhG-C2F,

encontrada pe

nira: et las

ucidos no
presantaron  activided alguaa.

resultades nos indican  que
los  macréfagos rormale:n

I
puven

poadusir G-CBF paro no . en
todas sus etapas de di

Al evaluar lan  propiedsdes d- 4iforspciacidn sobre
granulocitos de los diferentes inductaorss cmpleados parsa la
determinacidn de 13 presencia dx! 0-CSF en cultiveos 20 liquido,

£

encontramns nuevamentas gue el

ante de diferenciacidn
morfolégica v de faogocitosia
similar 31 del MR-WHI9M,1 eucepto & blas

por 2l sME-C2F fuae muy
21 dwl MC-MacR, vy
que el MC-Macl carecia de este tipo de actividades, cuvo efecto
fue similar al del cenirol (Tabla 8 y 9.
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L Analisis Merfolégics

GRANULOCITDS

Inductor cRr G TG M=o B T
€ 53 14 87 28 8 33
MC-URISM.1 15 62 77 18 5 23
rhG-CSF 10 &7 77 12 C11 23
MC-MacR 14 72 84 9 s 14
MC-Macl 51 13 64 28 8 3
MCE Te &5 81 11 8 19
MCF 7 81 8 20 12 32

Tabla 8. Comparacién del efecto diferenciador que tienan
diferentes inductores sobre células de MC. (C) control, (MC-
WR1M.1) medio condicianado de la linea macrafigica transforindl
WR19M.1, (rhG-CSF) factor estimulador de coloniss de granulocite
recombinante humasno, (MC-MacR) medio condicionado de macréfsgos
residentes de la cavidad peritoneal, (MC-Macl) medic condicionada
de macrdfagos inducides o 1a cavidad peritoneal, (MCE) medio
condicionado de células epitelizies de  1ilén, (MCF) medio
- condicionado de fibroblasstos de pulmén, (LI células en banda,
(G) - granulocitos maduras, (TG) total de granulocitos, (Mac)
macréfagoss, (BR) células blazticas. (T) total.
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% de Fagormitosis de Granuliscitos

Inductor Bt =5 " T0
C 24 7 34 e
MC-WR19M.1 a? 20 427 53
rhG-CGF 44 2 59 32
MC-MacR 39 23 42 8
MC-Mac? 27 16 37 &3
MCE 28 1¢& 44 56
MCF 31 20 51 49

Tabla 9, Comparscién del efecto que tienen diferentes inductores
sobre la achividad fagoritics de granulecitos de MO. (C) control,
(MC-WR19M,.1) medio  condicinnado de la linea  macrofdgica
transformada WRI9M.1, (rhG-CGF) factor estimulador de cdloniss de

granulozitos recomhinanta humsno, (MT-MocR) medio condicionsdo de

macrbfagos residentes, (MC-Macl) medio condicianado de macréfagos
inducidos, (MCE) medico condiciaonado de células epiteliales de
rifén, (MCF) medio condicionado de fibroblastos de pulmén, {(<,>)
células que fagocitan menos de o mée de § particulas de létes,
(TF) total de granulocitos quz fagocitan, (T0) total de celulas
que no fégocitan.

En esta serie de experimentos encontremas que - también el MCF
y el MCE tenian una actividad muy importante de diferenciacién.
Como-10s experimentos se realizaron con las células totales de la
MO es auy dificil determinar si los MCF y o) MCE tenian este tipo
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de actividad difererciadara, < ers a ‘vavds de las macréfagos
presentes on dichs médula, los cuales se sabe son activados por
estos medins condicionades a3 secretar tedo tipo de factares
inductores; entre ellos ! G-2BF (105, 108, 1t1),

IDENTIFICACION COMO IL-1 AL FACTOR DE 17,000 DALTONES CONTENIDD
EN EL MC-WR19M.1 CON ACTIVINAD DIFERENCIADORA TE GRANULOCITOS.

Ya que se @nconird que = MO-UWRIOM,.! contione dos factores
con 1o capacidad de inducir o 1a diferenciacién de granulocitos
(Fig E), ccntenidos en diferentes fraccisnes cromatografices de
este medio, se considerdconveniente el tratar de identificar de
que tipo de induciteres se trataba., El primer factor de 'AS-OOO
daltones fue faciimente identificado vya que correspandia al G-CSF
tal vy como se demostrd por ol efecto dursnte este trabajo, al.
encontrar gue inducia a la focrmacidn de colonias de granulocitos
polimorfonucleados. Sin embargo, ‘el otro factor de 17,000
daltones no presentd sctividad formadors .de colonias. En la
literatutra cientifica iz }a:tores raguladares de 1a
diferenciacion de granuleccitos  se encuentra el llamado
interleucina 1 (IL-1) qua tiene un peso molécular semejante.,  En
consecuencia se crevd conveniente el determinar 3i este factor
era IL-1 o no.

Una manera indirecta de comprobar si ést3 fraccidn contiene
IL-1 &5 mediante wun ensayo de aumento & & induccién de la
proliferacién  de timocitas de ratén en presencia de concavalins
A. Como control positivo se utilizé " interleucina-1 recombinante
humana (rhIL-1) vy come neqgativo medio de cultivd sin - inductor,
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Inductor # de limocites (X 10

| 4
rhIt-t 8
HC—WCI?MJ 7
Frz? 55 4
98 Ach
57 ' 5.8
59 7
59 4.6
460 4
HC—HacR 4,4
MC-Macl e
MCF &
MCE : Feb

Tabla 10, Comparacién del efecte @ la proliferacidn de 1la
Interleucina-1 con algunas de las fracciones cv:dathréficcs del
medio condicionado de la WR19M.! , otros inductores sobre
timocitos de ratén. (C). contrel, (rhit -1} interleucina-i
recombinante humana, (MC-WR19M.1) medio condicionado de la lines
macrofsgica transformada WRIPM.L, (95, 54, =7, =8, 59, 60
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fracciones cromatogrificas del  MO-WRIPM. 4, {MC-MacR) medio
condicionado de mscrafagos residentsas, IMG-Manl) medio
condicionadn de aacrdfages induycides, (MOF) madic condicionado de
fibroblastos de pulmdn, (MCED awmdiz condicicnade de  células
epiteliales de rifdn; todos low induchores tuvieron concanavallna
A, excepto el control sin inductor.

Nueotros resultados moctrzron que gl MC-WR19M.!  contenisa
sctividad dnductora de prolifaranidn de timocitos semejante.a la
de rhIL-1 12 cusl fue de casi el dable del crmtrol negativo
¢(Tabla 103, Asimismo 3l analizar las fraccicnes cromstogréficas
gue inducian las actividades. diferenciaderas de granulocitos
correspondinnies a3l peso malocnlar o 17,000 ‘daltones,
encontramos - una coincidencis a la actividad de L-2, En
congsecuencia cremns tener evidencias para pensar que el factor de
17,000 contenide eon el MC-WRITM.! fan propicedades diferepciadoras
de granulocitos es justamente 1o TL-!. Farie vonveniente en un
fyturo, realizar este mismo experimesnto con la adicién de un
cantrol con cancanavalinz A parz ver el efecto de 13 CoA en 1a
proliferacin de timocitos} win enhurgc, sl centrol podria en

Ceste xperimento ser representado par algunss de las  fracciones

que no dieron rospuecta pero que si se les aRadit CoA.Aunque si
se desea determinar mnés espectficamente si el Tuctor es IL-1 o
otro con actividad semejante, seris necesario proceder a3 una
purificacién del fgctor, crecmos era de esperarse este resultado
sobre todo si tomames en cuenta que =1 macrdfagos ©c  capaz de
producir IL-1 ¥y el MC-WRIPM.1 praviene :
tipo macrofégico.

stamente de una linea de

Por A4ltimo con la fipalidand de determinar si a) igual que
con la produccidn del factor G-CEF owister difdrencias en 1la
secrecisn de IL-1 por varios tipes de macréfagos normales, se
procedid a analizsr si el medico condicionade por mocréfagos
residentes # inducidos a la cavidad peritoneal tenian actividad
de IL-1., Encontramos nuevsmente que euisten diferencias marcadas
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entre estos dos tines de cédlulas fagociticas,  vya que migntiras el
MC-MacI  teniz una actividod de cosi el Jdeble comparada con el
control y similar 21 de 1s IL~1 recombinanic, el MC-MacR carecia
de estas (Tabla 10). En este mismo experimento se incluveron los
MCF - v MCE y se enconiré que el MCF  tenis muvy poca - actividad
dientras que el MCE 13 mavar de todas.
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Se  sabe que eon el procese de proliferacién v diferenciscién
de la 1linea monacito-macréfago, participa una familia de ’
moléculas de naturaleza glucoprotéica denominads por sus siglas
en inglés como MG (Macrophsge and Granulacyte Inducers), aejor
conncida como CSFs (Colony Stimulating Factors)., Se sabe que
estos factores estimulan la proliferacidn y diferenciscién  no
s6lo de macréfagos sino también de granulocitos, vy que ademds
ejercen sus funciones a partir de célylas precursoras (45, 111,
119). Se tienen evidencias de que los CSF son producidos Y
secretados tants por los praopios macrdfagos como por otros tipes
celulares de tipo estromales (11f, 112, 13, 114, 115), Sin
embargo en este trabajo encontramcs que ne todss las propiedades
de diferenciacién (expresién de receptores Fc, fagocitosisis de
particulas de ldtex, cambin morfoldgico etc,) son inducidas por
los - CSF, sinovque existe cllec una difersznciscidn parcial. Por
tanto consideramos que deben de existir ctro tipo de moldculas
que Jjunto con los CSF sean cspsces de inducir la difecenciacién
tatal de 1los precursores riclocides a células funcifonalmente
maduras.

Los CSF han sido estudiodos en diverscs sistemas #nimales y
aunque en todos ellos muestran propiedades activadoras<;i-lllros,
existe una gran heterogeneidad a nivel malécular. Esta
heterogeneidad estd represontada por la muy variada nasa
molécular encontrads para estos factores, 1a cual se pras.ntb con
valores desde 3,000 hasta mds de 200,000 daltenes. Cono ouiltcn
muchos Arganos capaces de secretar estos factore;p se ha llegado
a pensar que segdn del tejido en donde se produzcan dependers su
masa molécular, En este trabajc encontramos que las células de
tipo macrofdgico producen un CSF de 55.000 daltanes capaz de
induycir ¢80 3 1a proliferacidn de células de tipo qraduloé(!léo



y no de macrdfagos, For tants -onacideramos que tenemos evidencia
para suponer guo 13s células de tipo macrafigizo no  autoregulan
su. proliferaciden (tabla 7, ¢ figuva I,

Aungue recientemente ha sido demostrade gue el macrdfago es
¢tapoz de secretnr CEF (105, 111, 114, 119, ~a Y& sido aclarado
si eoste fartor o« tambidn capoz de estimnlar atras agtividadeg:
tales como las de proliferacidn o di?nrénciacién en célulss de
médula dsea (MDY, £n este traba,joc sncontramos justamente que este
mismo factor es caspan de induci- 13 fagecileosisa y  difervenciacidn

morfoldgice de loz granulogite

€1 CSF producido por 13 lines de iipo mscrofigico utilizada
en este 4Lradajo, nn dpicamente fue dncspaz de  inducie 13
proliferacidn de mscréfagos, sine gue tamccs la wmipresiédn de
propiedades diferencindoras cemo 1m dt fogocitosis o la de
receptores para Fc. Ecto Altimo =e puwde intervpretar si suponemos
que el medin condicianadh utilicade carece de 1les inductores
capaces de estim:lar lz expresién de receptores Fc y el
incremento de .13 actividad fageccitica, o perque sencillomente
este medio no tenga efecto sobre cblulas #ltears-te diferenciadas
camo son- los macréfagos residentes (MscR) de 1a cavidad
peritoneal. Nosotros creemos que no existen factores inductores a
la diferenciacién de los Mack puastoc que =2n nuestros ensayos el
medio condircionade por fibroblastos (MCF), 53 estimuld la
aparicifn de receptores Fe en este misme tipo de células (tabla
1), Sin embargo el MCF no estimulé @ un incremento de la
actividad fagocitica, lo cual parece estar de acuerdo con la idea
antes expuesta acerca de gue 2l proceso de diferenciacidn esta

regulado por m2s de una molécula.

£n otros ensayos realizados 2n los que se utiliraron células
de la MO, encontramos que el MC-WR1%M.1 no s6lo es incapaz de
estimular la expresibn de receptores para Fz en células maduras,
sino que tllpbco en los precursores mieloides, Estos resultedos
parscan estar de scuerdo con otros recientes en 1922 (76), en los
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cuales ose identifics a una meldmula diferenter del CSF llamada
FeRI que tenfa la funcién espectficas de inducir a 1a expresidn de
receptores para Fr en céluls: de MO, En consecuencis pensamos gque
nuestro MC-WR1PM.1 carece de FeRI paro que tiene como ha sido
descrito anteriormente otras moléculas capaces de inducir ‘otro
tipo de funcionce de diferenciacifn, 8i tomamce on cuenta que al
CSF contenido en este madic condicionsds si  indujo a log
granulocitos del tipo neoutrdfilo a desarrollar un cambio
morfoldgico terminal al pasur de la forma en banda o dona a 1la
segmentada o polimcrfaonucloay vy a uns shundante fagocitosis no
.especifica, parece indicar que el CSF de macréfagos estimula o
los granulocites & cie~tus funcionee de diferenciacién no
especificas, lo que dejs a ctras moléculas como la FeRI la
induccidn de propiedades mads especificas. -

Es conveniente hacer notsr gue pars aste trabajo utilizamos
la cromatografia per tamiz;do moldcular del MC-WR19PM.1 y que 1las
propiedades de proliferacién y diferenciacidn descritas se
encontraron en un s56lo pico de actividad de CSF correspondientes
3 las fracciones 44, 4% y 446, Por tanto no podemos asegurar que
todas las actividades correspondian a una sélz moléculas, sino que
todas ellas se encuentran en la misma fraccién cromatogréfica vy
por tanto poseen una masa molecular semejante. Consideramos que
sarfa pnoco probable que des o mds moléculas .asociadas e la
proliferacidn v direreﬂciacidn de granulocitos se encyentren en
un  mismo pico cromatogridfico y no presenten un peso ‘molécular
semejante, pero hasta no efectuar una purificacidn mas a fondo de
estos factores no podremos asegurarlo. '

Un hecho que nos hace suponer gque sea una s6l1a moléculas s
que contenga actividad proliferadora y diferenciadora. de
granulocitos, consiste en que al utilizar *una moldcula
extremadamente pura como o es el G-CSF recombinante hyyamos
obtenido resultados semejantes. Sin embarga, 12 nasa pol.cu!ar
.dal G-CSF es de 23,000 daltones, mientras que el del MC-WRI9M.1
es de 45,000 daltones. Consideramas que la fraccidn de 45,000



daltones paeda tratarse de un Afaerg dnd C-0SF,
Segin nuestros resultardos, 13 molZeouls de 45,000 daltones. es

producida tanto por una lineas celular de tipo ac

rofigico como
por los macrdédfages nermales residentes de 19 csavidad peritoneal,
pero no es producidas per 120 wscrffugae nesmalan indecidos a  la
disma cavidad (Lsbla 7 »y 8, 1ln gue nes hase pensar gue sdlo los
macrofagos con difereaciacidn terminal son capaces de secretar
esta moléculs, Ecta deduccidn se basa en el hecho de que se
supone que los, macréfagos recidentes son  células altamente
diferenciadas, mientras gue loe macrdfagos inducidos tienen. una
diferenciacién intermedia inmediats 2 la etapn monocitica

existente en el torrente sanguinea,

8in embsrge on trabajos anteriores (114, 1!8) se demostrd
que los macr&fagos inducidos, <i fon capacns de secretar  una
moldculs de 45,000 daltenes zan actividad Je C8F pero selo éuando
son cultivados junto con F}ur:hlastos o con el madio condicionado
de estos (118). En este mismo trabajo se encantré que 1los
macrbfagos inducidos en ausaonciz de fibroblastos, eran.incapaces
de secretar esta mnlécula. Con base en lo anterior, podemos decir
que los macréfages residentes de la cavidad peritonesl, asi como

i P inductores de
granulocitos neutréfilos (13 malécula de 45,000 deltones), . pero

los inducidos, 51 seon  capaces de secra

que sélo lo pueden Qllevar 5 aste mediants wun  proceso  de
activacidén, En consecuencia paodemss decir que el macréfago
activado es capaz de regulsr 1z diferenciacidn morfoldgica v el
incremento en 13 actividad fagocitica de las granulocitos,” a
parte de inducir a3 proliferar 3 sus precursores.

Por otro 1ado  encontramas que 13 lines celular de - tipo
macrof8gico es capax de secretar 23l madio de cultivo una molécula
diferente a la de 45,000 daltones con seme,jantes propiedades
diferenciadoras en granulocitos., Esta molénula de 17,000 daltones
no tiene sin embargo la capacidad de inducir a la formacién de
colonias de granulocitos., Ademés ze hs epcontrado que existe una

moléculs con semejante peso molécular que es secretsda por los
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macréfagos llamado  interleucina 1 (IL-13, gue ademds tiede 1la
caparidad de inducir ciertss propiedades de diferenciacidén en
cé&lulas mieloides, se pene4d gue la molécula por nosotros
detectada era justamente la IL~-1, no s6lc por su peso sino
también por su efecto sobrs timocitos de r2t&n v porque es

decratadz por @l mismo tipo <elular,

Comprobamecs ngie la molécula de 17,009 daltones encontrada
en el MC-UN1PM.1, presenta un sfects similar 31 de 13 rhib-1,  al
inducir 1a praliferacién de c#lulas del tima de ratén, Este mismo
efecto proliferadar, o eazontramcs en zélulas epiteliales,
fibroblasticas, y macréfaguoz inducidos, pero no en macréfagos
residentes. E1 hecho de que los fibroblastes y las células
epitrliales resyltaran positives pars Tt en nuestras
enperimentes (tabla 10), no es de extraRarse, w2 gue se sahe que
estas células son capaces de zecretar ests mazlécyla (99, 118).
Sin embargo, el punto sorprendente ec que mientras los Macl
secretan IL-1, los MacR nb 1o hacen. Esto puede deberse quizds a
que el macrdfage inducido al ne secretar 15 moléculs de 45,000
daltones por no ser activadec por el medio de fibroblastos- si
pueda secretar IL-%, mientrszs que los MacR al secretar 1la
moléculs de 45,000 daltones no son capaces de secretar la IL-1,
Estns ohservaciones parecen indicar que 13 secrecidn de una u
otrs molécula depende del cestade de activacién de la células, o
del fsctor de activacién. ’

Si se toma en cuents que el macréfago es capaz de seér.tlr
factores de diferenciacién mieloide, aatonces se podria. esperar
que <se.  puedan autoinducir 3 la diferenciaciédn., Sin embargo en
esta trabajo observamos que el MC-WR1%M,1 no causa .efecto de
autoinduccién en las células de tipo macrofégico en lo referente
a la eupresidn de receptores para Fc vy al incremento de - 1a
actividad fagocitica, Evideniaomente serfas neresario estudiesr
otros parametros de diferenciacién para poder generalizar - estos
resultados.



A 1o largo de nuestro trabsjs wtilizwene MDD tohal, vy por
tanto no podemos saber si el efecto de activacién a 1la
praliferacién de precursores mieloides y de diferonciacién de
granulocitos, sea debida 8 un efecto diresto sobre estas células
por los moléculas aqul descritoz, o por on mecanismo indirecto.
£ mecznismo indiracte mdy conocido corresponderis o aguel en el
cual up factor inductor sctivs a una célula s secretar un. sequndo
factor inductor, v sca justamente este 4ltimo el que tenga las
propiedades que.3e piensan reciden er ¢l primero. For lo  tanto
serfa  conveniente en un futuro trabsjar con tipos celulares. mds
homogéneas ¥ no con MO en donde evidentowenils 2:iste una enorme

heterogeneidad celular,

Al integrar los resultados hests agqui discutidos podemos
suponer que la relacidn macréfago-granulocitn oo muy estrecha, ya
que segdn hemaos visto el macrdfago decemseNz un papel. regulador
importante de la diferenciacién vy proliferacion de granulocites
neutréfilos. Seria muy iptercsant2 el esindisr si a su vez el
granulocito es capaz de inducir en 1a regulacidn  de la
proliferacién 'y diferenciacién de macr6fagos. Fara ello serias

-conveniente utilizar también una linea celular de tipo mieloide y
determinar i eon el medio condicionado enisten este  tipo de
maléculas.

For 4dltimo, mencicnaremos que cresmas pueds exfstir una
cadena de eventos regulades por factores de  inducgién que
intervengan en 1la produccién de células mieloides  maduras.
Fodemos suponer que esta cadena zomienza cuando el macrofsgo es
activado y libera factores de diferenciscisn v proliferacidn pare
otro tipo de células. Por ejemplo se sabe que e) macréfago activa
a  fibroblastos a prolirerér. la cual crea en forma indirecta la
secrecidn por los mismcs  fibroblasics de iAn factor - . de
proliferacidn de precursores misloidec. Ectos ultima:s secretarfan
18 G-CSF de 45,000 daltones sztndi
como vimos se encargaris de producir granulocitss altamente
diferenciados (figura F), ’

-

rabeio, la cusl
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MACROPAGO FIBROBLASTOS PRECURSORES - PROGRA= GRANULO-
. MIELOIDES :gI’DCI- CIT08

Pig. P. POSIBLE CADENA DE ACONTESIMIENTOS REGULADOS.
POR PACTORES DE INDUCCION QUE INTERVIENEN EX LA PRO—
DUCCION DE CELULAS MIELOIDES MADURAS.

De este modo podemos comprender la importancia que tiene los
macrbfagos en ol sistems hematapoyético, puss . no . unicsmente
funcionan como células fagaciticas, sino ismbién en la regulacién
de otrss funciones, come lo seria la respuesta inmune vy la de
inducciéd de granulocitons como se ha demostrado an este trabejo.

El estudio por tantc de las moldculas secretadas por’ los
macrofagos pusde ser de gran importancia on muchas areas de - ls
investiagacién biomédica vy por consiguiente en e} wsejoraniento
del Sres de 1la salud,



Mancionaremss para terminar la peeible atilidad del
conocimiento de los mecanismos aqui descritos en 13 investigacién
onceldégica. Como se sabe que algunas de las enfermedades
hematoldgicas tales coma las  leucemias soan . justamente un
desacoplamiento entre el mecanismo de proliferacién vy el
‘Mmecanismo de diferenciacibn de estss células (120,121), ‘entonces
la aplicacién clinica (como por ejemplo en las leucemias’
mielogranulociticas) de factores reguladores de la proliferacidn
y diferenciacidn.del sistems monascito~granulocite puediera servir
de gran ayuda para crear terapias especificas para cada tipo - de
paciente,
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APENDICE I
Medio Minime Esencizl de fagle
Este medio se utilizd pars mantoner a los cultives celulares

en condiciones naormoles in yitro. El medio esta constituida dg
los siguientes componantes quimicas! ’

AMINCACIDOS CONCENTRACTION |

{mg/1}

L-arginina 84,00
L-cistina . £2,%7
f.-glutamina £84,00
Glicina , : 20.00
L~histidina HCL  H20 . . . 42.00
L-isaleucina 105,00
Lt~leucina . 105,00
L-lisina.HCL ’ 146,00
L-metionina 30,0¢
L~fenilalanina 66,00
L-sering : . 42,00
L~treonina . 98,00
L-triptofand 164,00
L=tirosina (ssl disodica) - 104,20
L-valina ) 4,00

VITAMINAS COMCENTRACION

' (mg/1)

p-Ca pantotenato ‘ 4,00
Clorura de colina . T 4,00
Acido folico 7.20
Inositol 7.20
Nicotinamida 4,00



Piridonal. HCL ‘ 4.00,

Riboflavina 0.49
Tiamina : 4,00
SALES INORGANICAS CONCENTRACION
(mg/1)
Clorura de calcio anhidre 200,00
Nitrato de hizrro 1IT1 nanhidratade 0.10
Cloruro de potasio ’ © 400.00
Sulfato de magnesic anhidro 7.67
Clorurc de sodio 4400.00
fosfato moncscdice monohidratadn | 125,00
OTROS COMPUESTOS CONCENTRACION
{my/1)
1-GLUCOSA . 4500,00
Rojo fenol 15.00

Freparacion del medio Eagle!

Se mide un volumeé de sgua bidestilada S% menor al volumen
de medio total deseado, pars elle se utilizan 2 matraces.,  Se
adicionan 13.4 g/l del medio de Eagle en polvg (Gibco
Laboratarios, U.S.A.), se agita suavemente, vy se agregan 3.7 ¢ de
bicarbonato de sadio, 100 u/ml de penicilina y 100 microgramos/wl}
de estreptomicinz., Se complements el volumen deseado con  sgua
bidestilada, se ajusta el pH entre 0.2 y 0.3 menos del que se
desea, que es de 7.2 (esto se hace con #cido cldrhidico) y . se
esteriliza por filtracibn con biénido de carbono, el cual se
pasa a través de uns membrana con poro de 0,22 micrometros.
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APTHTHCE 1T

Freparacibn de soluzidn amortigusdoara de fosfatas (SAF)!
Ests solucién se usé pars menitener a los célulac en condiciones
fisiolégicas estables durante periodos cortes. Lo capacidad
Smortiguadors es proporcionada per lss sales de fosfsto.

SALES CONCEMTRACION
(g1}
Cloruro de sodio 8.00
Cloruro de potasio 0.20
Fosfato monocdcide de sedio 2.16
Fosfato didcido de potasio 0,20

Se diluyen 1lass sales en 900 ml de 3gua . bidestiladaj en
seguida se ajustz a un pH de 7.2:3 2.4 y se afara s un volumen
final de 1,000 ml. Se procede a esterilizer 13 solucidn 3 traveés
de {filtros de membrana (Millipore, U.%.A.) con un dismetro de
poro de 22 micrometros., Finalmente la solucién se almacent s una

temperatura de 4 grados centigrados hasta ol momento de su uso.

AFENDICE Y11

SOLUCION DE ALSEVER

Esta solucidn permite maniener 2 les eritrocitos dé carnero
en cbndiciones estables por largo tiempo, aprowimadamente 30
diss, a una temperatura de 4 C, La formila dada es una
modificacidon de la formuls originnl de Alzever,

70



Compuestos Concentrdcion

(g/)
Dextrosa 20,50
Citrato de sodio dihidratado 9.00
Acido citrico monohidratadoe 0.83
Cloruro de sodic . 4.20

) En 900 ml de agus destilada se disolvieran Quscgsivgilnlb
cada una de las sustancias, posteriormente se afaro a 4n volumen
de 1,000 ml, ajustando prevismente el pH 3 6.1, La solucién se
esterilizé en autoclaQe, almescendndosele finalmente se piulccno a
4 C hasts su uso. Esta solucién se utilizé para coiocnr los
eritrocitos de carnero en una proporcién de 1812,

AFENDICE IV
Preparacion del caseinateo de sodio.
Se tomsn 10 gramos de caseinato de sodio y se disuelven . en

30 ml de SAF, Una vez disuslta, se aRladen otros 20 m1 de ?6? y se
‘esteriliza durante 15 ainutos en ‘autoclave.
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