RESUMEN

Ios mc:éfagos son oélulas altmnente especiahzadas y entre sus
fmcjores mis inportanws destacan la defensa del organismo con-
tracuetposezmﬁosy la secrecifn de factores que regulanmuy
diversas funtiones. Ebdstecmtroversiarespectoalarigmdees-.
tas células, por un lado la mayorfa de los investigadores consi~
deran que todos los macr6fagos, independientemerite del sitio en
el que se localicen, provienen del momocito formado en la médula
6sex; por el otro, se han aportado evidencias de la existencia

de un precursor local en cada wno de los lugares en donde se en—
cuentran.
Sehadmnstradoqueadste\mfwwrdetipopmtefnicoumado
MGI, el cual tiene la propiedad de inducir la proliferacifm y di-
ferenciacifn de las células precursoras de la serie monocito-ma-

. créfago. Esta molécula ha sido encontrada en medios condicionados
tanto por monocitos, como por macréfagos murinos, 1o cual eviden-
cia un mecanismo de autorregulacifin. Recientemente se han encontra
'dooﬁosfwmdifmmesm,mdioswmmspmmg
czﬁfagosperitoxmles,queixﬂuomlaapaﬂcﬁnderecephorespa
chyCBaxcélu]asdenédulaﬁsea {FcRI) ycam) Estos facto-
msact:danmfomcmjmtacmelmxparalamidndem-
crbfagoscmpletwrtemadms.
Oonlaﬁmlidaddecantribuiralesttﬂiodelmofagoyparade-
tectar la posible existencia de factores diferenciadores en diver-
s0s medios condicionados, se obtuvieron &stos,despufs de 4 dfas
de incubacifn de macr6fagos residentes en la cavidad y de macrGfa-
gos inducidos a &sta; ya que si in tipo celular secreta alguno de
.estog factores y el otro no, esto podrfia implicar funciones dife-
rentes y en oonsecuencia origen diferente.
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Los rewtltados aqui presentados indican que los macréfagos regir -

dentes fueron las fnicas c8lulas capaces de producir inductores a
y ,la"tfm:naci&\dereceptoresr‘cycy mientras que los macréfagos
- inducidos s6lc secretan MGI. Asimismwo, se encontrb que los macrd
Wmﬁmtestiamhcapacmddeauﬁ)ﬂdmixsem la for-
macifn de receptores inmmnolSgicos; 1o cual: cmtribuye al enten-
dimimbodelospa:ocesosdedefensamdiadospareatasoélulas
-Estetrabajoabtelaposibilidaddelap\rificwién bioqufmica de
los factores inductores para receptores Fcyc,yaquesemcm-'
tr6 que existe produccifn in vitro de éstos en ausencia de suero
de caballo. Es evidente que si se pudiera disponer de estas molé
culas se facilitarfa el estudio de los procesos de diferenciacifn
celular, asicmodelautilizaci&\para fmesterapéuticosyde
dhgtﬁetioo.




INTRODUCCION °

La sangre es uhd'de los mayores mecanismos homeostéticos
del cuerpo. La sangre distribuye calor, acarrea gases
respiratorios, nutrientes y desechos; fluye a través de
sensores especificos capaces de reqular a factores tales
~como tensibn osmética, pif, temperatura y los niveles de
ciertas hormonas. La sangre provee transporte celular
entre tejidos hematopoyético, conectivo y otros tejidos
y 6rganos. La sangre contiene los agentes celulares y
humorales que controlan los efectos de tumores e infec-
ciones en el cuerpo (1).

Aproximadamante el 45% del volumen sahguineo consiste de
eritrocitos o células sanguineas rojas. Alrededor del 1%
estd formadn por plaquetas y leucocitos, o células san-
guineas blancas, de las cuales existen tres tipos: lin-
focitos, monocitos y granulocitos (neutr6filos, eosinG-
filos y bas&filos): el resto del volumen sanguineo lo
constituye el plasma, el cual es una sustancia rica en
proteinas y se considera como el ligquido intercelular {1).
La existencia de una célula hematopoyética precursoralde
eritrocitos, leucocitos y plaquetas ha sido un tema de
constante experimentaciébn en hematologia (2) aunque ha
habido un intenso debate acerca de si existe un tipo ce-
lular precursor pluripotente, o varias células precurso-
ras unipotentes para cada linea celular (3,4). La posi- '
ble existencia de células hematopoyéticas repobladéras
fue establecida, en los primeros afos de la década de
los 50, mediante estudios ¢n ratones irradiados letal-
mente (5-8). Posteriormente, se aportaron fuertes evi-
dencias de la existencia de una célula hematopoyética
precursnra al experimentar con ratones fuertemente lrra=~
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diados, los cuales morfan por pancitopenia. La nuerte de
estos animales podia evitarse con el suministro de una
suspensién de cé&lulas provenientes de la m&dula 6sea de
animales sanos. Los animales asi tratados scbrevivian.
mostrando en su bazo nf6dulos que representaban pequefas
colonias de células precursoras de todo tipo de células
sanguineas, las cuales fueron llamadas unidades forma-
doras de colonias del bazo (CFU~S; del inglés "colony-
forming unit-~epleen")(9). EI cardcter clonal de estas
colonias fué demostrado por medio de marcadores cromo-
sémicos inducidos por radiacidn (10).

La relaci6n de los linfocitos con la CFU-~S ha sido tema
de controversia puesto que se ha demostrado que los pro
genitores linfoides no se encuentran en las colioaias
del bazo, lo que sugiere la existencia de una célula
precursora comfin mis primitiva, llamada precursora co-
min de la unidad formadora de colonias linfoides y mie-
loides (CFU-L-M; del inglés "lymphoid-myeloid colony-
forming unit common progenitor") (11-13). Se postula
que la CFU-L-M da origen a los precursores linfoides y
a la CFU-S, que a su vez genera a los progen:tores de
los granuibcitos, monocitos, eritrocitos y plaguetas (2)
(Fig. 1).

Asimismo se aportaron técnicas para el crecimiento in

- vitro de las c&lulas precursoras de los elementos de la
médula Ssea. Mediante el cultivo de c&lulas mieloides
en medios adaptados, se ha registrado la presencia de
c&lulas mades precursoras comprometidas o especializa-
das (CFU-C; del inglés "colony-forming unit~culture)
capaces de originar in vitro colonias mixtas de polimox
fonucleares y macrSfagos (14). Asimismo se han encontra
do c&lulas madre especializadas que generan eritrocitos
en presencla de eritropoyetina (CFU-E; del inglés "ery-
throid colony~forming unit") (14~16) 6 c&lulas precur-
soras de magacariocftos que darén lugar a las plaquetas
(CFU~M; del inglés "colony-frorming unit-megakaryocyte”).
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‘Existen.evidencias de gque algunas sustancias humérales e
" influencias ambientales locales, regulén la diferencia-
‘cibn y proliferaci6n de células precursoras hematopoyé-
ticas que se encuentran en la médula 6sea (17-20).

En_los ensayos clonales in vitro para células precursoras
de granulocitos~monocitos-macr6fagos se ‘ha obéervado que
©la proliferacidn requiere de la presencia obligada de un
factor 1llamado "colony stzmulating activity" (CSA) {21-25),
tambien llamado "colony stimulating factor” (CSF) (26-28)
o "macrophage and granulocyte inducer" (MGI) (29-30) y
que probablemente tiene relacifn con el llamado ”macro§h§
l>ge growth factor" (MGF) (31). El MGI es una sustancia nor
malmente producida por varios 6rganos del cuerpo y depen-
‘diendo de la fuente de que se trate puede encontrarse en
-cantidades mayores O menores (32}

BEs conocido que algunas fuentes poseen grandes concentra-
" ciones de MGI, no obstante es complicado purificar este
factor debido a la gran cantidad de contaminantes bioqui-
micos que estas fuentes poseen, entre otros, las prote!-:
~ nas del suero (Tabla 1) (33).

Los granulocitos y monocitos .estén involucrados en la
defensa contra infecciones. En consecuencia,.se han rea-
lizado. estudios sobre el efecto de endotoxinas, tales co
mo los lipopolisac&ridos (LPS) de bacterias Gram negati-
vas, en la actividad proliferativa de las poblaciones
celulares, encontridndose que producen una fuerte eleva-
cifn de los niveles de MGI tanto in vivo como in vitro
(34-38) .
Estudios de las propiedades de este factor indican que

es de naturaleza glicoproteica (30), termoldbil, resis-
tente a la accién del &ter, a la desoxiribonucleasa y a
la ribonucleasa, est8 constituido por'mbléculas no dia~-
lizables y en la electroforesis migra junto con la frac
cibn de las gamma-globulinas (39).

Es de gran importancia mencionar que la masa molecular
del MGI varfa de acuerdo a la fuente de obtencibn; se

ha encontrado en orina humana con una masa de 35,000 -
daltones (28)y en medio condi¢ionado de pulmén humano




TABLA 1. DIFERENTES FUENTES DE OBTENCION DEL MGI (23, 25, 29, 31y 34),

premm e = e F T -

MEDIO CONDPICIONADO POR

SOOI . [P ——

EXTRACTOS TISULARES

OTRAS FUENTES

L

Fibroblastos embrionarios
Fibroblastos transformados
por SV40

Células de Rifon

Pulmbn de ratén

Leucocitos de sangra peri-
férica .
Macrbfagos Peritoneales
Placenta humana

b e e e e e e

Gl8ndulas Salivales
Rifion adulto
Razo
Utero Grévido
Pulmén
Placenta
Membrana Fetal
Flufdo Ascitico
Exudado Peritoneal

Suero normal
Suero con endotoxinas

Orina humana
Suero Jleucémico

Orina murina
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con dos masas moleculares distintas, una de 40,000 y la
otra de 200,000 daltones; entre otras.

Los macr6fagos son residentes normales del tejido laxo,
ingieren diversos tipos de bacterias infecciosas y tam-
bién ayudan a liberar a este tejido de productos resul-
tantes de la desintegracibn de c&iulas o desechos de &s-
tas {42). El macr6fago tipico es de aproximadamente 12 um
de diamétro y tiene pequeiias proyecciones citopldsmicas
periféricas (43), el centro celular puede ser eosinéfilo.
Adem8s contiene una gran variedad de enzimas hidroliticas
y el citoplasma muestra fuerte evidencia de la actividad
secretora con el reticulo endopl&smico rugoso y el apa-
rato de Golgi bien desarrollados. Pose=n una gran canti-
dad de vacuolas de diversos tamafios; algunas de &stas cé-
lulas contienen peroxidasas en cuerpos densos mientras
otras la contienen en los canales del retfculo endopléds-
mico, la zona de Golgi y en el espacio perinuclear, &stas
filtimas probablemente representen células residentes de
la cavidad peritoneal,u otras regiones (44). Los microtG~
bulos son particularmente evidentes cerca de la zona de
Golgi. En el citoplasma existen microfilamentos de dos
tipos, unos de funcibn incierta y otros que forman com-~
plejos en forma de flechas con meromiosina pesada y re-
presentan a la actina, que es la protefna mfs contrictil
del macr6fago (45). Ademds de fagocitar, los macr6fagos
son células secretoras de diversos factores tales como el
MGI, eritropoyetina, estimulantes de células B y de cé-
lulas T, lisozima, factor estimulador de la migracibn de
polimorfos e interferfn; entre otros (46,47). Una tercera
funcién de los macr8fagos es su participacién en la res-
puesta inmune, procesando y presentando a los antigemos
de manera adecuada a los linfocitos (48).

Los receptores de superficie son de importancia obvia
para la actividad biol6gica de los leucocitos. Los recep
tores de membrana caracterfisticos de la actividad biols-
gica del macr8fago son los receptores para la porcifn Fc
de la 19G, receptores para el complemento y receptores
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no espééifidos denominados tambi&n receptores para sus-
tancias extrafas (49). ‘ o
AAparentemente, la funcibn de los receptores de superficie
en los leucqcitos, consiste en incrementar la respuesta
inmune celular. Los estudios hechos recientemente acercé
de la morfologfa de la interaccién linfocito-macréfago 3
en la respuesta inmune a un antigeno dado, proporcionan
una oportunidad de poder correlacionar la estructura y
funcibn en este aspecto de la inmunidad (49).

Se ha encontrado que los receptores de membrana de los
macr6fagos estin involucrados en la migracién de subpo-
blaciones de macrb6fagos que llevan material extrafio ha-
cia los tejidos linfoides (50), en la liberacibn de los
mediadores de la estlmulaciGn de los linfocitos, en la:
agregacibén de los macréfagos (51), en el desarrollo de

la tolerancia y en la salida de los macrbfagos del to- .
rrente sanguineo hacia los tejidos (52,53). “
Las inmunoglobulinas han sido especificamente relacionadas
con los anticuerpos (54) especialmente la inmunoglobuli-
na G (IgG) y el complemento (55,56). La IgG sola y la in-
munoglobulina eniazada a componentes del complemento han
aporta&o mucho al conocimiento de la selectividad de'ia
adherencia macrof&gica (57). El papel del anticuerpo en
la fagocitosis selectiva mediada, depende de la unibn de
una regifin del »nticucrpo a un receptor o sitio de feco-
nocimiento en la superficie del macr6fago. Entonces, la
molécula de IgG aparentemente se une inmunoespecificamen-
te a los microorganismos a través de su porcifn variable
de su regibn Fab y a la superficie macrofdgica via su re-
gidn Fc (58,59). Los receptores para la regifn Fc de la
IgG en la superficie de los macrbfagos son importantes ;
para el combate de las infecciones parasitarias (60,61)..
Adem&s de su funcién en la eliminacifn de agentes extra-
flos, los receptores Fc funcionan en la remisién fisiol6-
gica de eritrocitos viejos por medio de los macr6fagos
(62) . Estos eritrocitos son sensibilizados o cubiertos
por inmunoglobulinas autSlogas in situ, promoviendo con-
secuentemente la fagocitosis por macr6fagos hepdticos y



del bazo (63-65).

La presencia de receptores para Fc, comfinmente se de~
muestra por medio de la técnica de formacibn de rosetas
eritrocitarias (49). Cuando los eritrocitosg son cubief-
tos por. un aiticuerpo, &stos se unen a la superficie de
1os leuitocitos dando lugar a lo.que se ha denominado ro-
seta; considerdndose como tal, a aquella cé&lula con més
de tres eritrocitos adheridos en su membrana (66).

Se han mencionadc otras tZcnicas menos comunes para la
valoracién de estos receptores con fluoresceinatos de
anticuerpos (67) o por medic de radioisGtopos (68-70).
La afinidad de los macréfagos por complejos de antigenos
con IgG ha sido caracterizada, e indica que los enlaces
en el receptor dependen de un n@mero finito de sitios
activos. Los complejos inmunes se combinan mi&s &vidamen-
te, posiblemente porque se ofrece un nGmero adicional

de receptorzs Fc por complejo molecular (71-73), o por-
que ellos inducen cambios conformacionales en los compo-
nentes del Fc (74,75).

El receptor Fc une varias subclases especificas de IgG,
‘incluyendo las subclases 1gG, e IgG, (76}, 19G,, e IgG,g
(77) y posiblemente la subclase IgG, en el rat6n (78).
Dependiendo del método empleado y de la especie que se
examina, el macré6fago posee aproximadamente 105 recepto-
res en su membrana. Mediante el complejo soluble peroxi-
dasa-antiperoxidasa se ha podido demostrar gue hay mayoxr
nfimero de receptores en los macré6fagos gque en los granu-
locitos, los cuales a su vez presentan una frecuencia
mayor de tales receptores que los linfocitos (79).

A baja amplificacibn,en el microscopio de luz, los recep
tores de los macr6fagos parecen estar distribufdos al
azar, en aquellos que se encuentran en suspensibn; mien-
tras que menos al azar en aquellos que forman monocapas
{79); en alta resolucibn los receptores para los comple-
jos solubles antigeno-anticuerpo son discontinuos y
muestran una periodicidad de 120 a 130 nm (80). El recep
tor para Fc es sensible a la digestién con fosfolipasa

vy para su actividad depende de un componenée lipidico (49),
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La'regeneracidn o conservacifn selectiva de estos re-
‘ceptores después de la unifn con complejos inmunes, pué-
de ser un fenfmeno que se relaciona con el tamafio o la
 cantidad total del matrrial ingerido (81).
Los receptores para el complemento presentes en la mem-—
brana del macr6fago tienen una funcién importante en la
eliminacién de los patbgenos invasivos. Estos receptores
estén involucrados en la defensa del huésped. La adheren-—
cia secuencial de los productos del complemento da lugar,
a partir del tercer componente, a una mayor susceptibili-
dad para la ingestifén en estas c8lulas (82). En pacien-
tes con una deficiencia hereditaria o metabolismo anormal
de C3, se evidencia la importancia biolSgica de este sis-
tema.
Estos pacientes son susceptibles a infecciones bacterianas
recurrentes (83,84), puesto que disminuye la capacidad
opsonisante del suero, ordinariamente estas infecciones
pueden ser controladas por los fagocitos en presencia de
suero normal (85).
Los receptores del complemento se encuentran, entre otros,
en los leucocitos, en los eritrocitos‘de primates y en las’
células epiteliales de los glomérulos renales (86). Es po-
sible que los receptores para el complemento, estén impli-
cados en la inhibicidén de la migracién de los macréfagos
por medio de endotoxinas (87). Dicha influencia podria ser
efectuada por factores que se sabe son generados por el
complemento y el sistema de coagulacifn sanguinea, los
cuales pueden actuar sobre la membrana plasmitica para
inducir la activacién de los macr6fagos (88).
Entre las técnicas para la deteccidn y cuantificacifn de
receptores para el complemento, se encuentra la tEcnica
de rosetas, utilizando para este fin eritrocitos sensibili
zados (cubiertos con anticuerpo) mis suero como fuente del
complemento (39).
Se sabe que los eritrocitos cubiertos con IgM son incapa-
ces de unirse a los macr&fagos, pero cuando estos eritro-

citos son incubados en presencia de suero fresco, la unién
.puede existir (82,90).




Las numerosas observaciones de las membranas de los ma~
crﬁfagos indican que existe un ngmero relativamente pe~
queno de receptores de alta afinidad para el complemento
(91). Adenm&s, existen evidencias de que la unibn del com~-
' plemento requiere la presencia de magnesio (92). Asimis-
mo, se ha observado gue este tipo de receptores es sensi-
ble a la tripsina (93).
La maduracién gradual de las células hematopoyéticas ha
sido caracterizadaJt;adicionalmente por:una serie de cam-
bilos en la morfologfa celular. No qb§£gnte, se ha traba-~-
jado poco para definir la diferenciacifn de los leucoci-~
tos en relacitn con la aparicién de receptores sobre sus
membranas, ya que las células precursoras van adquiriendo
Uma:cadores a.medida de que se diferencian (94).

" Mediante hidr6lisis en condiciones apropiadas de pH se

ha fragmentado la IgG y se han encontrado tres partes;
dos de ellas similares, denominadas fragmentos Fab que
contienen cada una porciones gue se unen a los antigenos
y una tercera porcifn que se ha denominado fraccién Fc, .
la cual, como ya se ha mencionado, se une a la superficie
de lns macrfagos. Adem&s, esta porcibn interviene en '
importantes funciones biollgicas incluyendo, entre otras,
la fijacifn del complemento, la transferencia placenta-~
ria y la anafilaxis cutfnea pasiva (95-97). Se ha deter-
minado que en. su forma m&s simple una inmunoglobulina
estd formada por 4 cadenas polipeptidicas, dos cadenas 1i
geras y dos pesadas. unidas por puentes disulfuro. Cada
cadena posee dos regiones diferentes, una constante y
otra variable en donde la secuencia de aminofcidos es di-
ferente para cada anticuerpo (96). .

El sistema del complemento es un conjunto de proenzimas -
de origen glicoprotefco, que se encuentran en la sangre
de todos los vertebrados en forma inactiva.

Constituyen aproximadamente del 10 al 15% de las protel-
nas séricas. Este sistema es activado en forma de casca-
da, una proenzima es transformada a enzima y &sta a su
vez actfia sobre la siguiente prqgnzima»tranaform&ndola'




a enzima y asf sucesivamente (97).

La activacibén del complemento se puede llevar a cabo por
dos vias: una via clésica, que es a través de una reac-
cibén antigeno-anticuerpo (mecanismo especifico), en don-
de el anticuerpo es fijador del complemento.

La otra forma de activacibn es conocida como via alterna
o via de la properdina; esta via es considerada como un
mecanismo de resistencia no especifico. '

En la activacién del complemento por la via clasica, hay
11 proteinas en el sistema, las cuales se designan por la
letra C sequida de los nfmeros 1, 2, 3 hasta llegar al 9.
El componente C1 estd compuesto por tres subunidades lla-
madas: q, r ¥ s. El nlimero les fué asignado antes de que
se conociera bien la secuencia de activaqién, no obstante
la refleja, con una sola excepcibn: la glicoprotefna C4
la cual reacciona después del C, v antes del C,.

El sistema del complements puede dividirse en tres partes:
Unidad de reconocimiento, activacibn enzimitica y unidad
de ataque celular.

Estudios recientes han evidenciado la existencia de un
factor inductor de la aparicifén de receptores para Fe
(FcRI), el cual se obtuvo a partir de una linea celular
de tipo macrofigico mantenida in vitro y activada por
IPS. Ademis se encontr$d gue este factor pierde su acti-~
vidad biolfigica al ser sometido al tratamiento proteo-
litico y al calor, lo cual indica que es de naturaleza
proteica (98).
Asimismo, se ha encontrado um factor inductor de la for-
macién de receptores para Cyq (C3RI) en medio condiciona-
do. de pulmbén murino endotéxico. Se aport8 que el C4RI es
sensible a tripsina y termoldbil; es decir, es de natura=~
leza proteica. Es independiente del factor inductor de
macr6fagos y granulocitos (MGI) ya que &ste no induce a
la formacién de colonias al utilizar la técnica de bica-
pa en.agar (99).

\ .
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La cavidad peritoneal se considera como un sitio conve-
~niénte para el estudio de los fagocitos bajo condiciones
normales y patolégicas, debido a que contiene una pobla-
ciﬁn celular finita y caracterizable, el total de ‘la po-
blacién puede ser manejable, las c&lulas se pueden distri
buir homogéneamente y las alf{cuotas son representativas
de la poblaci6n, y el nfimero celular es cuantificable de
'manera sencilla por ﬁétodcs:hematoldgicos rutinarios (100) .
Otra gran ventaja para el uso de los'macréfagos peritonea
les es que se pueden'obtener f&cilmente. En contraéte;
' ‘otros tipos de macréfagos residentes, por ejemplo los del
higado, sb6lo pueden ser colectados por digestidn enzimati
ca y el efecto de &sta en las célulag*ho*ha podido esta-
 blecerse. Por =stas razones, la cavidad perttoﬁeal (espe~
cialmente la de ratén), es utilizada frecuentemente para
estudios acerxca de la morfologta, diferenciaci6n,_fagoci-
tosis, citotoxicidaa & respuesta inmune; entre otros de
los aspectos de qptas células (101). ‘5

El lavado de la rcavidad peritoneal normal, provee de una
suspensibn celular que contiene un gran nmero de macré-
fagos, junto con linfocitos, eosin6filos y células ceba-
das. i o

Las suspensiones obtenidas de diversas especles difieren
considerablemente con respecto a las proporciones de los
tipos celulares presentes (102).
El nfmero de células obtenidas de la cavidad peritoneal
puede aumentar mediante la administracién intraperitoneal
de compuestos que producen una inflamaci6én local. Sin em= i
~bargo, debe tenerse muy en cuenta que al alterar el esta-
do de normalidad del animal experimental, un r&pido flu-
jo de cé€lulas y otros componentes llegan a la cavidad pe-
ritoneal. A este respecto es muy importante sefialar que
la inyeccifn de sustancias extraifias en el peritoneo, no
solo incrementa el nGmero de macr6fagos en 81, sino que
también evoca a otra poblacién de macréfagos peritoneales
que difiere de la poblacifén residente normal, tanto mor-
fol6gica como funcionalmente. Adicionalmente, los macr6-
fagos peritoneales pueden ser influenciados cualitativa
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| 4 cuantitativamente por inyecc16n~intravehosa o subcutd-
“nea de aqentes que activen al sistema inmune y que ten-
‘qan un efecto remoto sobre las c&lulas peritoneales
(103-108) . En el presente trabajo se distinguird entre
la'poblaciﬁn de los macr6fagos tisulares (residentes) y
la poblacibn de macr6fagos evocados, inducidos o exuda-
do§~que provienen del monocito y que llegan a la cavidad
en réspuesta a un estimulo. ' _
‘La suspensidn celular obtenida de una cavidad peritoneal
no estimulada, contiene principalmente tres tipos de'cé-
lulas: macr6fagos residentes, granulocitos eosindfilos y
células linfoides. Ocasionalmente se encuentran‘monoci-
tos, siendo los ratones y ratas los que mds poseen de
estas células. Los granulocitos neutr8filos raramente se
observan en la cavidad peritoneal no estimulada, pero
puede encontrarse un escaso nfimero en asociacifn con un
incremento del nfimero de monocitos, lo cual puede refle-
., jar un estado no saludable del animal (109).

Como ya se menciono, el nimero de células y su relativa
proporcitn varia de acuerdo a la especie; adem8s puede
_influir la edad y el sexo del animal (110-114), asf co-

mo las variaciones personales del observador (113).

Se ha postulado que los macrSfagos residentes de la ca-
vidad peritoneal forman una §ob1ac16n autoreplicante y
que el pequeiio porcentaje de células con las caracteris-
ticas morfolSgicas y citoquimicas de monocitos presentes
en la cavidad peritoneal sin estimular, pueden ser con-
siderados monocitos que estdn de paso en la cavidad y no
pueden ser vistos como precursores de los macréfagos re-
sidentes (100)

Los macr6fagos de la cavidad peritoneal intacta son cé-
lulas relativamente grandes, cuya morfologfa depende de
la especie (114). En contraste con los macr6fagos evoca-
dos a la cavidad peritoneal estimulada, los cuales mues-
tran amplia variacién en la estructura fina, los macrf-
fagos residentes forman una poblacifén homogénea morfol6-
gicamente, especialmente con respecto al tamafio (115),
pero es probable que también lo sean funcionalmente. El



12.-

citoplasma de los macr&fagos residentes contiene los
organelos celulares usuales. Estas estructuras muestran
una polaridad en la qﬁe el aparato de Golgi y los liso-
somas estén localizados en un lado del nficleo; y en el
otro, rodeando al nlcleo, los elementos del retfculo en-
doplédsmico rugoso (114).

Por otro lado, los macr6fagos peritoneales exudados son
‘utilizados comfinmente para el estudio de diversas propie
dades. Para inducir estos exudados, puede usarse la ad-
ministracibén intraperitoneal de una variedad de agentes
inflamatorios o irritantes tales como el glicbBgeno, tio-

glicolato y aceites minerales (116-118), cualgquiera de
los cuales provocan un incremento en el nfimero de célu-
las peritoneales. La inyeccibn -intraperitoneal de algu-
nas de estas sustancias permite, entre otras cosas, la
migracién y acumulacién intraperitoneal de monocitos
sanguineos, los cuales se diferencian in loco a macr&fa-
gos maduros. Los exudados inflamatorios también contie-
nen un gran ntimero de granulocitos, particularmente en
los primeros estados después de la induccién, por lo
-que los exudadus peritoneales también se utilizan fre-
cuentemente para el estudio de las poblaciones grénulo—
citicas. La cavidad peritoneal se considera un sitio
excelente para el estudio de cé&lulas inflamatorias y po-
hlaciones celulares, por esto, han sido utilizados mu-
chos métodos para iniciar una inflamacibn leve en la ca-
vidad peritoneal. La raz6n obvia para utilizar exudadog
peritoneales en vez de poblaciones celulares de la cavi-
dad intacta, es que existe un nmero muy elevado de cé-
lulas en el exudado; sin embargo, existen serias dudas
acerca de si las células inducidas a la cavidad puedan
ser consideradas como representantes de las células en
reposo del organismo normal (114).

Se han realizado pocos estudios comparativos en los cua=-
les, la composicibn de la poblacién de la cavidad peri-
tonal estimulada, ha sido analizada cuantitativamente a
diferentes intervalos de tiempo después de la administra
cifn intraperitoneal de diversos compuestos (118-126).
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“Muchos de los reportes estSn basados en las diferentes
~ poblaciones celulares inducidas por un solo agente extra

+ fio y mds aln, cada autor da un nombre a cada tipc celular

de tal manera que, como un ejemplo, los términos histio-
cito, macrbfago-monocito, célhla monocitoide y célula
' adherepte. se refieren a un mismo tipo celular. Ademds
pocas veces se hace diferencia entre los macr6fagos resi:
dentes y los inducidos provenientes del monocito.
El uso de una gran variedad de agentes irritantes para
estimular la cavidad peritoneal, provocalla llegada a
ella de un gran nfimero de células, entre ellas, monoci-
tos y granulocitos neutr6filos. El patr6n que sigue la
respuesta a la estimulacibén por agentes diversos, es ge-
neralmente la misma (114).
Cuando se utiliza casefnato de sodio como agente irri-
tante en la cavidad peritoneal de ratén, se encuentra
que los granulocitos comienzan a llegar a la cavidad en=-
tre una y dos horas después, seguida con el arrivo de un
-nﬁmero cada vez mayor de monocitos, el cual, llega a su
néximo a los 4 dfas y la poblacién granulocfitica aumenta
hasta las 16 horas y comienza a declinar a las 24 (127).
El tiempo que lleva el restablecimiento de la normalidad
en la cavidad varfa dependiendo de la concentracibn y
de la naturaleza del estfmulo (121); también difiere en
algunas cepas de la misma especie. De esta manera, encon
tramos que despué&s de la induccién con salina se recupe-
ra la normalidad 4 dfas m8s tarde (118) y se ha mencio-
nado un caso en el que la irritacién con grénulos de me-
lanina tarda en recuperarse 50 dias (119).
Durante la irritacién, el nfimero de linfocitos de la ca-
vidad no varfa significativamente, al igual que no varia
el nfmero de células cebadas (114,118). Los granulocitos
eosin6filos aumentan significativamente en algunos tipos
de induccibn y regresa a la normalidad después de 16 ho~-
ras (118). 4
La irritacibn de la cavidad produce una mezcla de macr6-
fagoé y de aquellos que se derivan de los monocitos y en
“yista de su heterogeneidad funcional, es muy delicadq
trabajar con estas pbblncioneé mixtas. Los ensayos reaf
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lizados con macréfagos inducidos son de considerarse de-
 bido al estado de irritacibn en que se encuentran (114).
El comportamiento y la composicifn de los macr6fagos exu
dados depende de la naturaleza del estfmulo ‘usado (109,
124,125). El uso de i:rithntes proporciona una cosecha
 de macr6fagos con el metabolismo alterado, tanto en su
potencial fagoc!tico,comoAhadtericida (128), en el cual,
no existen muchos representantes de la pOblaciGn normal
(114) . Las alteraciones pueden ocurrir tanto por la fago
citosis del irritante como por la inducc;én de cambios
que producen un estado de activagi&n (118) .
En cuanto al-desarrollé.o diferenciacifén de monocitos a
mhcr&fagos durante la induccibn, puede decirse que ellos
- 1llegan a la cavidad con todas las caracteristicas de los
mpnociﬁos sanguineos y que durante el desarrollo del pro
ceso inflamatorio adquieren las caracteristicas de los
macréfagos maduros, teniendo como resultado que la po-~
blaci6n macroffgica del exudado peritoneal, sea mis pleg
mérfica, en comparacién con la de la cavidad peritoneal
 sin estimular. Aunado al incremento de tamafio, los mono-
" citos en diferenciacifn muestran cambios en la superfi-
cle celular y en los organelos (114).
Hacla principios de siglo (1925) se llevaron a cabo es-
tudios que puntualizaron que existen diferencias entre
los “"clasmatocitos" (anflogos a los macr8fagos residentes)
y los monocitos de la cavidad peritoneal. Asimismo, en
1930 se postulS que en los "histiocitos secundarios",
los cuales se derivan de los monocitos sanguineos duran-
te una inflamacién, son distinguibles de los "histioci~-
tos primarios" los cuales son originados en el tejido lo
cal (114). En estudios m&s recientes se explica la hete-
rogeneidad funcional de los macr6fagos (128-133).
Algunos estudi@s muestran diferencias entre los macr6fa-
gos residentes y los evocados en cuanto a la funcionali-
dad y a 1a cantidad de receptores Fc: los macréfagos de
la cavidad peritoneal estimulada, ingieren células ro-
jas por medic de receptores para IgG; mientras que, los
macr&fagos residentes atrapan células rojas por mecanis-
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mos m&s primitivos, no inmunolSgicos (129). También se
encontraron diferencias en cuahto a los receptores del
complemento- los macré6fagos inducidos con tioglicolato
poseen receptores para el complemento, que median tanto
la unién como la ingestibn; mientras gue, en los macré-
fagos residentes los receptores del cofiplemento median
solo la uni6n (134-135). ' o

En contraste con los macrbfagos inducidos, los macr&fagos
.tisulares responden pobremente al estimulo quimiotdctil
(136) .» Ademis en 1975 se sugirieron diferencias entre
los monocitos sanguineos y macréfagos de la cavidad pe- -
“ritoneal intacta, con respecto a la dosis-respuesta 'y

al tiempo de la respuesta quimiotdctica a linfocinas Yy

a componentes del complemento activado(114). Sin embar—
go en ese mismo afic se encontr6 que la respuesta de los
macr&fagos exudados al estimulo quemotéctico dependia
del material utilizado para la induccién(114). Se ha en-
contrado. tambifn, que existe una relacifn entre la res-
puesta quimiotSctica y la actividad tumoricida (114).

En elecéroforesis celular, los macr6fagos residentes
muestran un comportamiento totalmente diferente al de

los inducidos en la cavidad peritoneal, 1o que indica
.diferencias en la carga superficilal de amhos tipos (137).
Asimismo, se ha demostrado que los macré8fagos inducidos
son mis sensibles a los factores inhibidores de la mi-
gracién (138).

‘Se han encontrado diferencias entre ambos tipos celula~
res en cuanto a la compesicién de la membrana plasmiti~
ca (139) ademés también difieren en cuanto a velocidad

y adhesibn (130).

Se han realizado diversos estudios acerca de la produc- '
cidn y liberacifn de diferentes enzimas, tanto por los
macr6fagos residentes como por los inducidos, encontrén
dose diferencias marcadas entre ambos (140-146).

En cuanto a la distribucién de la peroxidasa, se han re-
portade diferencias caracteristicas en los diferentes
tipos de macr8fagos: los macr6fagos evocados muestran la
peroxidasa en gré&nulos, mientras que los residentes la

muestran rodeando a la envoltura nuclear y en el retfcu~
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,lo endoplé&smico rugoso (147,148).
- Con respecto a la endocitosis, eliminacisn y' actividad li
sosomal, también demuestran diferencias, siendo los macré
. fagos inducidos los m&s &vidos; no obstante, los autores
‘mencionan que este efecto puede ser debido al'aﬁmenta'COg‘ '
siderable de células activas durante la estimulacién, mds
que a las cualidades de las células .en sf (141,149,150).
Recientemente se han encontrado diferencias en cuanto a

los fenotipos ectoenziméticos y a la actividad tumorici-

da de ambos tipus celulares (151-152).
“Acerca del origen de. los macrSfagos de la cavidad perito-
‘neal, existen dos corrientes cientificas. Una de ellas a-
firma que todos los macrb6fagos de la cavidad peritoneal
" (evocados y residentes) provienen del monocito de la mé-
dula 6sea, el cual no se divide m&s en la cavidad sino
' solamente se diferencia a macréfago puesto que no se ha
. encontrado evidencia de una poblacifn autoreplicante, si-
" no que se propone que unos cuantos fagocitos mononuclea-
res inmaduros puedan dividirse en la cavidad y formar mo~
nocitos que posteriormente se convertirfn en macr&fagos(153).
§in embargo, se han encontrado diferencias entre los macr
fagos residentes y los provenientes de los monocitos. Me
diante el uso de marcadores con Imferon (hierro dextrano)
ge evidencia claramente el origen diferente de ambas pobla
ciones y se postula como un precursor de los macrbfagos
peritoneales residentes a un tipo celular que se piensa

se encuentra localizado en "puntos lechosos". Se propone
que este precursor da origen por mitosis a macréfagos in-
maduros, a los que se les nombra como proresidentes y que
poseen un patrén de peroxidasa similar al de las células
residentes, adem&s dichos precursores pueden ser aislados
de la cavidad peritoneal. Evidencias que apoyan esta se-
sunda teorfa se encuentran en estudios realizados con la
cavidad in vitro que muestran la formacién de estos his -
tiocitos . (154).

Aunque todavia existe un intenso debate acerca de la he~
terogeneidad de los macr8fagos peritoneales y de su ori-
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gen; cada dfa se adicionan nis seguidores de la teorfa
que postula un diferente origen para cada poblacién
(155) .

- pfa a dfa se acumulan mds evidencias del origen dual de

las poblaciones de macr6fagos de la cavidad peritoneal
por lo que es de esperarse en un futurv no muy lejano
‘el esclarecimiento de la controversia existente.

‘Con la finalidad de contribuir al estudio del origen de
las poblaciones macrofdgicas de la cavidad peritoneal se
cultivaron macr6fagos residentes e inducidos a dicha ca-
vidad'bara obtener medio condicionados a los cuales se
les evaluo la existencia de diferedtes factores difereg
ciadores como son el FcRI,.el C3RI y el MGi; consideran-
do égemas la importancia de dichos factores en los pro
cesos de defensa inmunolégica para el organismo.
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HATERIMES Y METODOS

MATERTAL BIOLOGICO.- El trabajo experimental se realizd con células
de mddula Ssea, macrdfagos de cavidad peritoneal y. cbn.suato de ra
tones . de la cepa CD = 1 hembras y de 6 a 8 semanas de edad. Ademas se
utilizaron eritrocitos de carnero.

CULTIVO CELULAR.- Como fuente de nutricifm se usd el medio mfnimo -
“esencial de Eagle (ME) con exceso de vitaminas y aminoficidos (Gibco
Labs, USA) ( ap&ndice 1) al que se adicionaron 100 UI/ml de penicili
na G y 100 ul/ml de estreptomicina como medida preventiva para una
_ posible contaminacién bacteriana y 3.7 g/l de bicarbonato de scdio
:paz'a mantener un pH fisiolbgico (7.2) en los cultivos en presencia
de CO 2. Poateriomente 8se futzé en membrana Millipore ( Millipore,
USA) con un di&metro de poro des22 micras para garantizar la esteri-
1idad del medio.Para verificar dicha esterilidad se tomaron 5' gotas
y se colo;:aton por duplicado en tubos de ensaye que contenfan 2ml.

de caldo de soya tripcasefna al 3% ( Bioxon, Mex), previamente este-
rilizado en autoclave , incubfndolos durante 48 horas a 37°C. El me-
" dio de cultivo fuf constituido por medio suplementado con suero de
caballo ( Gibco Labs, USA) al 10%, el cual fué previamanté desactiva
do a 56°C durante 30 min.

Las células fueron sembradas en la cantidad y condiciones requeridas
para cada experimento en cajas Petri, ya sea de vidrio o de plésti-
co desechables de €0 x 15 mm las cuales contenfan siempre un volimen
total de 5ml. Las células se mantuvieron in vitro en una incubadora
a 37°C con una atmdsfera relativa del 10% de o, vy humedad saturante.
" Todo trabajo de cultivo se realizd en una campana limpia y esterili-
zada con luz ultravioleta durante 15 min. Para verificar las condi-
ciones de las cflulas en cultivo se utiliz6 un microscopio de tipo
invertido ( American Optical, USA}.
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TECNICA PARA OBTENER CELULAS DE MEDULA OSEA.- Con la finalidad de
obtener cflulas viables para cuantificar la actividad de los facto 5
res ipductor:es a la formacidn de receptores para Fc y Cy ; se sacri '

ficaron ratones mediante dislocacifn céfalo-medular, pata'proceder
a retirar los fémures colocindolos inmediatamente en cajas de petri
que contenfan una solucifn amortiguadora de fosfatos (SAF) (Apend_i;
ce 2). En seguida se elimind la mayor cantidad posible de tejido
muscular circundante. Se cortaron las eprisis con unas tijeras ‘p_e_
quefias y con una jeringa de 1 ml que contenfa SAF, se hizo fluir
el 1iquido de un extremo a btrp del hueso para de esta forma colec
tar las células en un tubo de ensaye. Las células asi obtenidas se’
lavaron en SAF y se centrifugarén a 500 g durante 3 min ' repitien
' do este lavado en 3 ocasiones. Por Gltimo, se decants el sobrena
dinte y se adicionaron 5 ml de medio de cultivo resuspendiendo las
células a continuacidn. la cantidad de células obtenidas se deter '
 mind con un hemocitSmetro (American Optical, USA). Se sembraron pa
ra cada experimento 8::106 células por caja de Petri desechable (Ve
1a Plastic, Mex) y se mantuvieron en cultivo durante 4 dfas.

PREPARACION DD _MEDIOS CONDICIONADOS POR MACROFAGOS PERITONEALES,-

‘Para la preparacién del medio condicionado (MC) por macréfagos re
gidentes (MR) se sacrificaron ratones para proceder: a extraer los
macréfagos por medio de una jeringa hipodérmica gque contenfa 10 ml
de éAF, inyectfndolos en la cavidad peritoneal dando en seguida un
ligero movimiento al animal con el objeto de suspendexr la mayoxr can
dad de c8lulas no adherentes de la cavidad perifoneal Y. poder recu
perarlas al extraer el SAF inyectado con la misma jeringa. En segui
da, se colocd el exudado en un tubo dGnico de pléstico, el cual se
mantuvo en hielo para evitar, hasta donde fuera posible, la adhe
8ibn de los fagocitos a sus paredes. Posteriormente, se repiti el
proceso de extraccibn de MR con 5 ml de SAF, Las células asi obte
nidas se iavaron en SAF en 3 ocasiones medisnte centrifugacibn a
500 g durante 3 min se desech® el sobrenadante y se resuspendieron
en 5 ml, de medio de cultivo para proceder a la cuenta celular,

Se sembraron 4x 10° c8lulas en cajas de Petri de vidrio (Pyrex, USA).
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las cuales después . se xncubaron durante 1 hora con la finalxdad de

- que las células se adherieran a la base del recipiente de cultivo.

Transcurrido este tiempo se procedid a retirar el medio de cultivo

en &1 fban todas aquellas células no adheridas, adicionando en se-

‘guida, medio de cultivo nuevo.

Para la obtencidn de MC por macrdfagos inducidos (MI) se inocularon
ratones por via intraperitoneal con 3ml de una solucin de caseina
tode Sodio al 10% en SAF, dejindose actuar este irritante por un Pe.
riodo de 4.dias, después de los cuales se sacrificaron los anima--
les para proceder a obtener y cultivar los machfagos tal y como se
describid para los MR. :

I.Qs cultivos, tanto de_MR como de MI, asi préparados se incubaron a. -
_diferentes tiempos, y al término de éstos se retiraron, con ayuda de
un gendarme, las‘ células de’ las cajas y junto.con su medio de culti-
‘vo, se colocaron en tubos de _ensaye para proceder a la cuenta celu~

lar, que como promedio era de 1x 10 , ¥ a la centrifugacién a 500

g por 5 min con la finalidad de sedimentar las células y residuos
celulares y finalmente el sobrenadante 'fus almacenado a -20°C hasta

su utilizacifn, previa toma de una muestra para posterior prueba de

_ esterilidad,

PREPARACION DE INMUNOGLOBULINA G ( IgG).- Se diluyS immunoglobulina
G ( 75 I9G, Cordis Labs, USA) en SAF a 1:1600. Se guardaron 4 ml en
tubt;s de ensaye estériles 'y se conservaron en congelacifn a -20°C -
hasta su uso. Siempre se utiliz8 el total de la IgG dilufda una vez °
descongelada,

PREPARACION DE ERITROCITOS SENSIBILIZADOS CON ANTICUERPO,~ Se vemple_:l_

ron eritrocitos de carnero que fueron extrafdos de la yugular y colo '
cados en una soluciSn de Alsever 1:1 ( Apfndice 3) de manera esté-
ril, Los eritrocitos obtenidos se almacenaron a 4°C durante una se
mana antes de su uso y nunca después de 5 semanas.

Para la sensibilizacifn los eritrocitos fueron lavados con SAF, me
diante centrifugacién a 500 g durante 3 min end ocasiones; despuls
de 1o cual se decant§ el scbrenadante y las células sangufneas se ~
resuspendieron en SAF en una preparacidn de 4ml por qada mililitro
de eritrocitos en la solucifn de Alsever utilizado; posteriormente
se les agreg5 un volfinen igual de IgG al utilizado de SAF. Esta mez
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cla se resuspendid y se incubd en Bafio Maria a 37¢C durante 30 min ,
obteniéndose eritrocitos cubiertos con anticuerpo. los eritrocitos
sensibilizados con anticuerpo, asi obtenidos fueron lavados en SAF -
por centrifugacidn a 500 g por 3 min con el dbjeto de quitar el ex-
ceso de IgG, no absorbido por los eritrocitos. Las lavadas se repitie
ron cuantas veces fu@ necesario hasta que el sobrenadante ‘fuera inco-
loro. Finalmente , se resuspendieron los eritrocitos sensibilizados
con al antigeno en el doble voliimen de SAF utilizado para su prepara
cibén y se almacenaron a 4°C hasta el momento de su uso y nunca mis -
de 5 dfas. ‘

' OBTENCION DE SUERO FRESCO DE RATON.- Después de sacri:icar a los ra-
tones se les extrajo del corazdn mediante puncién coh‘una jeringa es
téril de 1 ml1 la sangre que se colocd en un tubo de ensaye y se de-
jé reposar a temperatura ambiente durante 15 min par& que se formara
el codgulo, después de los cuales el tubo se puso en hielo durante 1
hora con el propdsito de lograr la retraccidn del codgulo; se separd
de las paredes del tubo con ayuda de una pipeta y se procedid a_cen-
trifugar a 1,060 g durante 15 min. Finalmente el suero se recolectd
con otro tubo y se diluyd 10 veces en SAF. Esta fuente del complemento
‘siempre se usd inmediatamente para la preparacifn de eritrocitos sen-

.sibilizados con anticuerpo Y complemento.

PREPARACION DE ERITROCITOS SENSIBILIZADOS CON ANTICUERPC Y COMPLEMEN-

T0.- Se mezclaron partes iguales de eritrocitos activados y sensibili
zados con anticuerpo y de suero fresco de ratén diluido el 1:10 en -
SAF y se incubaron en Bafio Marfia a 37 °C durante 30 min obteniéndo-
se de esta forma eritrocitos sensibilizados con anticuerpo y comple-
mento. Los eritrocitos sensibilizados con anticuerpo y complemento -
fueron lavados por centrifug§c16n a 500 g por 3 min con 1:2 ml de
SAF, con el objeto de retirar el exceso de complemento no adheridec a
los eritrocitos activados. El procesoc de lavado se repitid cuantas ve
. ces fué necesario hasta que el sobrenadante fu@ incoloro. Por filtimo,
se resuspendieron los eritrocitos en un voliimen de SAF igual al uti-
" lizado originalmente de eritrocitos activados, conservindoseles a 4°C
hasta su uso. Los eritrocitos sensibilizados con anticuerpo y comple-

mento fueron utilizados hasta dos dfas despuds de su preparacidn.
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DETERMINACION DE LOS RECEPTORES DE MEMBRANA POR_FORMACION DE ROSETAS
DE_ERITROCITOS SENSIBILIZADOS CON ANTICUEREOS Y ERITROCITOS SENSIBI-

LIZADOS CON ANTICUERPO Y COMPLEMENTO+ Se incubaron las células de mé
dula Ssea de ratbn, en presencia de los diferentes MC que se deseaban

probar como fuentes de los factores inductores a la formacibn de re-
ceptores Fc y C, . Al término de 4 dias de incubacién se revisaron -
los cultivos en el microscopio invertido y después de corroborar vi-~
sualmente el buen estado general de &stos se procedid a separar las
células adheridas a la superficie de cada cultivo, mediante el uso -
de un gendarme de hule y junto con las cdlulas que se encontraban en
suépenai&n se colocaron tubos de ensaye y se lavaron 3 veces en SAF

mediante centrifugacidén a 500 g durante 3 min , en seguida del {ilti-
mo lavado se desechd el sobrenadante y se adiciond 1 ml de SAF. Una
vez resuspendidas las c@lulas se procedid a la separacidén de dos par-

tes iguales para sendas pruebas de rosetas Fc y C.. En sequida se afia

dieron 100 M1 ya sea de eritrocitos aensibilizad:s con anticuerpos
o de eritrocitos sensibilizados con anticuerpos y complemento y se
mezclaron con las c@élulas, posteriormente se centrifugaron a 500 g -
durante 5 min.Duspu@s de una incubacidn de 30 min. en Bafio Marfa se
resuspendieron las células lentamente para finalmente determinar el
porcentaje de rosetas. Se considerd como roseta a aquel leucocito -
que tenfa adheridos mfis de tres eritrocitos a su membrana celular,
tas evalaaciones del porcentaje de las cflulas con receptores de mem~
brana se hicieron al contar un mfnimo de 200 c&lulas. En todos los -
experimentos se colocaron cultivos que no contenfan ningin MC como -
control negativo.

Para la cvaiﬁaciﬁn del nflmero de receptores tanto para Fc como para
C

3
sustrato del cultivo, se procedil primero a revisar los cultivos en -

en los macxbfagos residentes de la cavidad peritoneal adheridcs al

el microscopio invertido para determinar si las células estaban mor-
folBgicamente Integras; en este cago se continud con el ensayo median
te 3 lavados efectuados cuidadosamente con 5ml. de SAF. Se agregaron
los eritrocitos activados con anticuerpos & los eritrocitos sensibi
lizados previamente preparados y dilufdos en SAF 1:4 de tal manera -
que al agregar 3ml de esta dilucidn quedara cubierto todo el fondo
de 1a caia de cultivo on donde se encontraban adheridos los macr&fa-
gos . En seguida se incubaron 30 min a 37°C, tiempo durante el cual
80 movib el 1liquido de las cajas cada lOmin con la finalidad de que
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" hubiera una buena interaccién con las células. Se procedié a lavar
‘cuidadosamente en tres ocasiones con SAF y posteriormente a tefiir -
y fijar por medio de la técnica de May Grunwal -- Giemsa. Con el pqi

. mero se fijaron y tifieron durante dos minutos y con el Giemsa al 10%-

" se tifieron por 10 min. Finalmente, se-evalud al microscopio el -

porcentaje de células con veceptores para Fc & Cy -

" TECNICA DE FORMACION DE COLONILAS EN BICAPA DE AGAR.- La evaluacidn

del contenido de MGI en los diferentes medios condicionados fué en
base a la produccién de colonias de macrdfagos y granulocitos , em-
pleando para ello células precursoras provenientes de médula sea.~
de ratdn, mediante la utilizacidén de la t@&cnica de bicapa en agar.
Este método consiste en colocar una capa inferior con 20% de agar ~
al 6%, medio de Eagle doble al 20%, suero fetal de bovino al 20% y
‘el 40% restante formado por el medio condicionado é ensayar y médio
sencillo. Se esperd 20 min. a temperatura ambiente y posteriormente
se colocd una capa superior conteniendo 20% de agar al 0.4%, 20% de:
medio Eagle doble, 10% de suero fetal de bovino y 50% de medio Eagle
sencillo con 10S células de médula Gsea; en este caso al igual que -
con la pri&era capa se¢ esperd 20 min a temperatura ambiente para -
proceder a la incubacidn.

El agar se diluyd siempre con agua bidestilada para que al mezclarse
con el medio de EAgle no se alterase la concentracién de sales.El -
agar se péepar& mediante esterilizacidn en autoclave y se mantuvo en
Baiio Maria a 46°C hasta su uso.

' La evaluacién del niimero de colonias se efectud al t@rmino de 6 dias
de incubacidn, considerindose como colonia a las agrupaciones celula-

res de mis de 10 células.

CONFIABILIDAD DE RESULTADOS.- Todos los experimentos realizados en -

este trabajo fuexdn repetidos un minimo de dos veces y siempre por

- duplicado. Los experimentos fueron repetidos cada vez que se encon-
traba una diferencia de mds del 15% entre los duplicados. Asf mis-
mo ,en cada ensayo se agregb un control sin medio condicionado. )
Hay que hacer notar que este control no es un negativo correcto, =
pues los medios condicionados aparte de la posible existencia de los
factores inductores, tienen una enorme cantidad de moléculas prove -

nientes tanto de secreciones celulares como de los componentes de -
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desintegracién celular.
_ Sin embargo, este control es de gran utilidad, ya que s8i no se encuen
tra en cualquier prueba una actividad inductora de més del 20% respec
to al medio sin MC, no se puede asequrar la existencia del £aétor in-
d\yxvcbor.' Por otro iado la obtenciSn de un resultado con menor induc- -
cién qué el control sin MC es posible ya que como se ha mencionado -
anteriormente este es un control indirecto. '
Es i.mportante hacer rotar que en todos los experimentos, cuando las
células provenian de diferentes animales, se hiz§ una mezcla de to-
das Ias células a utilizar con el objeto de garantizar que controles
v y pruebas se realizaron a la misma poblacidn celular.
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R RESULTADOS

PRODUCCION DE FCRI, C.RI Y MGI POR MACROFAGOS DE LA CA-
‘VIDAD PERITONEAL.

Con la finalidad de determinar la existencia de los fac-
tores inductores a la formacibn de receptores Fc (FCRI)
Y C3 (C3RI) asi como del factor inductor de macr6fagos
y granulocitos (MGI), en medios condicionados (MC) por
macr6fagos de la cavidad peritoneal de ratbn, se culti-
varon tanto los macréfagos residentes (MacR), como los
inducidos (MacI) a dicha cavidad.

Ademis, para determinar si la produccibén de estos facto-
res es estimulada por productos de origen bacteriano,
se produjeron MC por ambos tipes de faqocitoé tanto en
presencia como en ausencia de 10 ml/ml de lipopolisacd-
ridos (LPS) provenientes de la pared celular de Salmone-
1la typhimurium.

Para determinar el tipo celular que produce el FcRI se
obtuvieron MC por MacR (MC-MacR), MC por Macl (MC-MacI),
MC-MacR en presencia de LPS (HC—MacnnLPS) y MC~Maci en
presencia de 1PS (MC-MacI-LPS), de 4 dfas de incubacibn;
de los cuales, al utilizar 500 ul, Gnicamente el MC-MacR-
LPS indujo la formacibn de receptores Fc en células de
médula Gsea con un 25% de rosetas en un experimento y
24% en el otro, respecto a los controles sin MC que fue-
ron de 15 y 16% (Tabla 1).

Una vez encontrado que el MC-MacR-LPS contenfa el FcRI,
se procedi6 a determinar si también este medio contenia
el C3RI. Para ello, se ensayaron 100 ul de este MC y se
evalu8 la induccifn tanto de receptores para Fc como pa-
ra C;. Mientras que se obtuvieron 22 y 18% de rosetas
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Fc, respecto a % y 10§ en el ensafoysin .MC, para rosetas

- Cy e encontrd 15 y 42% respecto a 11 y 20% sin MC en el .
experimento 1 y el experimento 2 respectivamente. (Tabla 2).
Ya que afin en presencia de LPS los MacI n. produjeron el
FCRI, se colectS y probb MC-MacI-LPS de 16 dias de incu~
bgcién,‘considerando que si después.de 16 dias en presen-—
cia de LPS no se detectaba en el MC este factor, era muy
probable que este tipo celular no fuese capaz de producir
lo. ,
Utilizando 100 ul de MC-MacI-LPS de 16 dfas no se encon-
tré actividad inductora para receptores de Fc y C3 ya que
mientras que en los controles sin MC se obtuvo 10 y 16%
para Fc y, 11 y 13% para C3, en los ensayos con MC se ob-
tuvo 10 y 17% de rosetas Fc vy, ;0 y 10% para rosetas C3
en el experimento 1 y el experimento 2 respectivamente
(Tabla 3). '

Con 13 finalidad de determinar el tipo celular que indu -
ce la formacidn de colonias y el tiempo en el cual se
produce el MGI, se utilizaron 500 pl de MC-MacR, MC-MacR-
LPS, MC~MacI y MC-MacI~LPS de 4, 8 y 16 dfas de incubacibn.
S8lamente los MC por MacI indujeron a la formacién de colo-
nias y esto finicamente cuando se usaron MC de 8 y 16 dias
(Tabla 4). Los resultados indican que existe un aumento
en la induccién con la adici6n de LPS. '

APARICION DE RECEPTORES Fc Y C, EN MACRCFAGOS RESIDENTES
DE LA CAVIDAD PERITONEAL, A DIFERENTES DIAS DE INCUBACION.

Una vez determinado que'losbuécR son los productores del
. FeRI y C,4RI, se pensd en la posibilidad de que la secre -
cifn de estos factores por losg MacR pudiera estimularlos
a la formacibén de receptores para Fc y C3. Para averiguar
s8i esta autoinduccidn existia se cultivaron dichos fagoci
tos durante 0, 1, 2, 4 y 8 dias encontr8ndose un 13, 29,
43, 68 y B1% de rosetas para Fc en el experimento 1, un
18, 31, 49, 72 y 70% en el experimento 2 y un 17, 22, 42,
74 y 81% en el experimento 3; mientras‘qué para los re-
ceptores C, se encontrS un 47, 52, 50, 65 y 93% en el ex-



: TABLA 1. DETECCION DE FcRI EN MEDIOS CONDICIONADOS POR MACROFAGOS PERITONBALES EN PRESENCIA,
Y AUSENCIA DE LIPOPOLISACARIDOS, MEDIAN'I‘E EL CULTIVO CON CELULAS MIELOIDES.

“TIPO ___ MC-MacR MC-MacI
o - L' P 8 L P S SIN MC
MC + - o -
PORCENTAJE g1 2 BT 17 15 ‘ 15
DE : : :
ROSETAS : ' .
16 13 10 16

Fr Exp.2 ]

e cultivaron 8 X 10°% células mieloides durante 4 dfas en presencia de soo,pl de los diferentes

medios condicionados de 4 dfas de incubacién.
MC, medio condicionado; MacR,macrdfagos residentes; MacI, macr6fagos inducidos;LPS, lipopolisacéridos.

Rl X4

+, presencia de LPS; -,ausencia de LPS.



‘TABLA 2. INDUCCION A LA APARICYON DE RECEPTORES PARA Fc ¥ Cy EN CELULAS DE MEDULA OSEA POR

MEDIO CONDICIONADO POR MACROFAGOS RESIDENTES EN PRESENCIA DE LIPOPOLISACARIDOS.

TIPO DE MC MC-MacR-LPS . smNe
PORCENTAJE . Bpa 22 DA 9
‘ Fo | , | o
- Ep.2 18 S
Bp.1 a2 ) | 20
. ©3 | ‘ |
ROSETAS Bp.2 . 15 | o 11

‘Durante 4 dfas se cultivaron 8 X 10% c8lulas de médula Ssea en presencia de 100 pl del medio
condicionado de 4 dfas de incubaciln en presencia de LPS.
MC,medio condicionado; MacR,macr8fagos residentes; LPS; lipopolisacfridos.



* 'TABLA 3. INDUCCION A LA APARICION DE RECEPTORES PARA FG ¥ C, EN CELULAS MIELOIDES POR MEDIO
~ CONDICIONADO POR MACROFAGOS INDUCIDOS EN PRESENCIA DE LIPOPOLISACARIDOS.

TIPO DE MC MC-MacI-LPS . SINMC

" PORCENTAJE - Exp.1 10 o 10
'~ Fe ' v ' )
. Exp.2 ' 17 S ' : 16
DE : ‘ v ‘
Exp.1 : 10 , 11
| €3 ' s | .
ROSETAS Exp. 2 10 - o 13

Se cultivaron células mieloides (8 X 106) durante.4 dfas en presencia de 100 nl 6elAmedio
condicionado por macrSfagos inducidos durante 16 dIag de incubaci8n en presencia de LPS.
MC ,medio condicionado; Macl macr8fagos inducidos; LPS,lipopolisac&ridos.

ez



V'TABLB 4. FORMACION DE COLONIAS POR CELULAS DF MEDULA 'OSEA EN BICAPA DE AGAR EN PRESENCIA DE
DIFERENTES MEDIOS CONDICIONADOS POR MACROFAGOS PERITONEALES.

' MC~MacR ‘ L - MC-MacI

L P S v T L P §
Experimento Experimento Experimehto Experimento -
) 1.2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

DIAS DE INCUBA_ ' | ’
CION DE LOS MC

4 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 0 4 7 9 0% 0% 4

16 0 o 0 o0 o 0 49 72 123 19 48 87

Las colonias fueron inducidas en 1 X 105 células mieloides en bicapa de agar por 500 pul de los di-

ferentes medios condicionados. Para la formacibn de colonias, las c&lulas se mantuvieron 6 dfas en
cultivo.

* agrupaciones .de menos de 10 células; MC, medio condicionado; MacR,macrdfagos residentes; MacI, ma-
créfagos inducidos; LPS,lipopolisacédridos, +, presencia de LPS; -, ausencia de LPS.
Debido a las caracterfsticas del inductor,en todos los casos los controles fueron 0 colonias.

"0



TABLA 5, APARICION DE RECEPTORES PARA Fc Y C, EN MACROFAGOS RESIDENTES DE LA CAVIDAD PERITONEAL

A’ DIFERENTES DIAS DE INCUBACION.

PORCENTAJE DE ROSETAS

Fc . ‘ -. C3
 Experimento . Experimento
1 2 . T S L5 2 3
' DIAS DE INCU_
BACION DE LOS

MacR
0 13 T 7 ‘ 47 67 44
1 29 31 .22 , 52 59 47.
2 ' B 49, 2 . 50 66 49
“a 68 72 74 66 76 63
8

81 ' 70 . 81 93 91 93

MacR, macr8fagos residentes.
Durante 4 dfas se incubaron 8 X 10 cBlulas mieloides en presencia de los medios condicionados.

<*I€
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. perimento 1, un 67, 59, 66, 76 y 91% en el experihen-:
to 2 y un 44, 47, 49, 63 y 93% en el experimento 3,
respectivamente (Tabla 5). Es importante hacer notar

. que mientras aproximadamente un 15% de los MacR po-
‘sefan receptores para Fc en el tiempo 0, casi la mi-
tad los tenian para C,. Asimismo, en tanto que el in-
cremento de la aparici6n de receptores para Fc en fun
cibn del tiempo es constante, hasta llegar a m&s del
80% a los 8 dias de cultivo; las cé&lulas con recepto-
res para C, se mantienen constantes durante los prime
ros 2 dias de cultivo para luego incrementar fuerte -
mente, hasta llegar casi al 100% a los 8 dfas de incu
bacibn. '

'En consecuencia, los resultados indican que si existe
un aumento de ambos receptores en los MacR en funcibn
del tiempo de cultivo y que debido a que sabemos que
estas células producen FcRI y C3RI, puede pensarse
que este aumento es debido a un mecanismo de autoin -
duccibn.

DOSIS-RESPUESTA DE LA INDUCCINN DE RECEPTORES Fc Y
C,_ CONTENIDOS EN EL MC-MacR-LPS DE 4 DIAS DE INCUBACION.

Para evaluar la respuesta a la induccifn de receptores
para Fc y C; por el MC-MacR-LPS de 4 dfas de incubacién

a diferentes concentraciones del mismo, se cultivaron
células mieloides en presencia de 0, 1, 3, 9, 27 y 81 nl
de dicho MC. Se detectb para Fc la aparicién de 5, 5, 5,

7, 12 y 21% de rosetas en el experimento 1 y un 0, 1, 3,
7, 15.y 20% en el experimento 2; y para la induccibn de
receptores C3 la aparici6n de 11, 11, 11, 16, 21 y 27%

de rosetas en el experimento 1 y un 12, 11, 12, 15, 20 y
26% en el experimento 2, respectivamente. Por lo tanto,
las actividades tanto del FcRI como del C3RI, contenidas
en el Mr-MacR-LPS utilizado fueron detectadas, en nuestras
condiciunes de cultivo, a partir de los 9 pl (Tabla 6).
Posteriormente, la induccién de ambos receptores aumenta
~hasta que se llega a un mdximo a los 81 ul., Cabe hacer no .




TABLA 6, DOSIS-RESPUESTA DE LA INDUCCION DE RECEPTORES Fc¢ Y 03 POR MEDIO CONDICIONADO DE MACRO_
FAGOS RESIDENTES EN PRESENCIA DE LIPOPOLISACARIDOS.

PORCENTAJE DE ROSETAS

Fc C3
Experimento . Experimento
o | 1 2 1 2
CONCENTRACION -
(nl)
0 5 0 11 12
1 5 1 11 11
3 5 3 11 12
9 ' 7 7 16 15
27 12 15 21 20
81 1 20 28 2

B X

Se cultivaron 8 X 106 oflulas de médula 8sea durante 4 dfas en presencia de las diferentes concentraciunes del
medio inductor.
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‘ﬂ,tar‘_que la respuesta mediada por el C3RI es més . acen- .
" tuada que la del FcRI., ’

CINETICA DE LA APARICION Y DETERMINACION DE LA CAPACIDAD
"PRODUCTORA DE FcRI POR LOS MACROFAGOS RESIDENTES DE LA
CAVIDAD PERITONEAL. ’

Tomando en consideracibén que el FcRI contehido en el
MC-MacR-LPS de 4 dias proporciona una buena respuesta, -
. se consider6 conveniente inducir la formacibn de recep-
tores para Fc con cantidades mucho menores de estos MC,
las cuales garanticen que no se llegue a saturacidn, pa-
ra de esta manera determinar comparando la induccibn pro
ducida a los 4 y 8 dias, si las células continuan pro¥
duciendo FcRI durante mis de una semana; puesto que al
efectuar el ensayo de sensibilidad (Tabla 6) se encon-
tré actividad a partir de los 9 nl, se creyb convenien-
‘te utilizar 6 pl de diferentes MC. Para ello, se produ-
jeron y probaron con células de médula 6sea MC-MacR-LPS
de 2, 4 y 8 dias de incubacibn,junto con un ensayo de .
10_p1'de1 MC de 4 dias para asegurar, mediénte la éompa—
racién de los valores obtenidos con 6 y 10 pl, que no se
estaba en saturacibn. Los resultados sefalan que la acti-
vidad inductora es detectable en el MC desde los dos

dfas de incubacién con un 22 y 15% en el experimento 1
y-2 sobre los controles sin MC de 18 y 11%,respectiva-
mente; la induccibn es similar con MC-MacR-LPS de 4 y 8
dfas de cultivo. El ensayo con 10 ul produjo una apari-~
cibén mayor de receptores Fc (35% en el experimento 1 y
18% en el experimento 2) que los inducidos con 6 ul lo
cual indica que no se estaba en saturacién (Tabla 7).

En consecuencia, al observar gue en estas condiciones

los MC de 4 y 8 dias contienen aproximadamente la mis-

ma cantidad de FcRI, se consider6 que los MacR no si~
guen produciendo este factor mds alld de los 4 dias de
incubacién; no obstante, cabe hacer notar que esta in-

. terrupcidn en la produccién del factor, a criterio per- -




TABLA 7. INDUCCION A LA FORMACION DE CEPTORES Fe EN CELULAS RE MEDULA OSEA UTILIZANDO
6 }ll DE.MC-MacR-LPS DE 2, 4 Y 8 DIAS DE INCUBACION..

DIAS DE

INCUBACION ' 2 Y T & BIN NC
DE . . : |
ROSETAS , ~
Pe Exp.2 ( 15 15 15 18 1

Se cultivaron 8 X 10 célulaa de médula Gsea durante 4 dias en presencia de los diferentes madios cm\dioiomdon.
* Se ytilizaron 10 111 de MC-MacR-IPS ‘de 4 dlas como control positivo, :
lc,medio.mndicionado; MacR,macr6fagos residentes; 1PS, 1ipopol isacSridos.

-"SE
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.sonal, no es consecuencia de dafio celular pues ‘atn des=~ .
pués de 16 dfas de cultivo las células se observaban

‘morfoléqicamente Integras ( birefringentes y esféricas).

APARICION DE RECEPTORES FPc Y C, EN CELULAS MIELOIDES
.INDUCIDAS POR_MC-MacR-LPS DE 4 DIAS DE INCUBACION OB-
TENIDO CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SUERG DE CABALLO.

" Debido a la gran cantidad y diversidad de moléculas de

tipg proteico existentes en el suero de animales y con-.
; siderando la importancia de la purificacidn bioquimica
de ambos factores inductores, se procedidé a determinar
la cantidad mfnima necesaria de suero de caballo en el
medio de cultivo durante la incubacién de los MacR para
1la produccién de FcRI y C3RI. Se obtuvieron MC-MacR-LPS
de 4 dfas de incubacibn con diferentes cantidades de
suero de caballn; las concentraciones elegidas fueron:
0% puestovque serfa la ideal para nuestros prop6sitos al
- presentar la menor cantidad de moléculas exfgenas y 1%
" ya que aportarfa elementos que se creen indispensables
fpara ciertas funciones celulares sin introducir muchas
moléculas externas. Posteriormente para el ensayo se
afiadieron 100‘p1 de cada MC a células mieloides obte=-
niendo un 22 y 16% de rosetas Fc en el experimento 1y,
un 18 y 18% en el experimento 2 respecto a los controles
de 7 y 10%; mientras que para rosetas C3 se ohtuvo un 6
y 3% en el experimento 1 y un 28 y 27% en el experimento
2, comparado con los controles de 1 y 17%; respectiva-
mente (Tabla 8).
tcs resultados muestran la mejor respuesta a la induc-
cién de receptores tanto para Fc como para C5, en aque-
llas c&lulas mieloides inducidas por el MC obtenido en
ausencia de suero, lo que permite pensar que los elemen-
tos contenidos en &1, no son necesarios para la libera~
ci6n de FoRI y CJRI a los MC, Por lo anterior, se consi-
dera que el MC-MacR~LPS obtenido en ausencia de suero
es lo auficientemente concentrado y escaso en moléculas

exﬁgenas como para efectuar un proueao de purificacibn
"bioquimica.




’I‘ABLA 8. RECEPTORES I"c Y 03 INDUCIDOS EN CELUL&S HIELOIDES POR HC—HacR-LPS DE & DIAS OBTENIDO

‘CON DIFERENTES CANTIDADES DE SUERO DB CABALLO DURANTE 1A INCUBACION.

 CONCENTRACION DE
'~ SUERO DE CABALLO. » . ‘ -
- EN EL MC-MacR-LPS B S | S TR | SIN MC

PORCENTAJE =~ ol 2 16 -
DE | Bxp.2 18 | . 10
Exp.1 6 - 3 1
ROSETAS G

Exp. 2 28 - o | 17

‘nado.
MC,medio condicionado; MacR,macr6fagos residentes; LPS/ 1ipopolisaciridos.

Durante 4 dfas se culfiva:on 8 x 10° c8lulas de médula Ssea con 100 pl de cada medio dondicidf’

-*LE
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DISCUSION

En general, en la actualidad se considera que todos,ios
macr6fagos de la cavidad peritoheal provienen del monb* '
cito producido en la médula &sea. Aunque no hay duda de
que este sea el caso para los macr6fagos inducidos, exis

~ ten algunos trabajos que contemplan la posibilidad de

. que un precursor mesenquimatoso existente en la misma
.cavidad sea capaz de generar y mantener a dicha poblacién
residente. ’ . '
Los resultados del presente trabajo indican que los ma-
cr6fagos residentes (MacR) prodﬁcen los factores'induc-
tores a la formacién de receptores Fc (chI) y C,y (C3RI)
en c8lulas mieloides en presencia de lipopolisacdridos
(LPS); mientras que los macréfagos inducidos (MacI) a
la cavidad peritoneal mediante una reaccitn inflamatoria
fueron incapaces de secretar estos factores. Por otra -
parte, el factor inductor de macr6fagos y granulocitos
(MGI) sb6lo fu& producido por los Macl; en este caso, se
observé un incremento de la respuesta en presencia de
LPS. Esta heterogeneidad funcional entre los MacR y los
MacI sugiere que la c&lula precursora de estos fagocitos
sea diferente. '

En vista de que los MacI provienen del monocito de la

sangre pefiférica y que los resultados aqui reportados

indican la existencia de otro tipo de precursos para
I'los MacR, puede apoyarse la teorfa de la presencia de

un precursor mesenqguimatoso local para la poblacién re-
sidente., Sin embargo, no hay que perder de vista que los
MacR pueden provenir del monocito y'haber cambiado sus ‘.
propiedades funcionales después de una larga estancia en
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la cavidad peritoneal. Esta Gltima posibilidad implica
que ambos tipos de macrSfagos representes diferentes gra
dos de diferenciacién de un mismo precursor.
Independientemente del origen de los macrbfagos de la
cavidad peritoneal, la funcibén de ambos tipos de fagoci-
tos en la defensa del organismo contra cuerpos extraifios
puede ser complementaria; ya que los MacI al fabricar MGI,
garantizan el suministro de fagocitos provenientes de la
médula 6sea y los MacR al secretar FcRI y C4RI, aumentan
la capacidad de reconocimiento del elemento extrafo me-
diante la induccibn a la aparicién de receptores para Fc
y C3 tanto en las cé&lulas recién llegadas a la cavidad
como en las residentes. M&s ain, si dicho cuerpo extrafio
resulta ser una bacteria los LPS de su pared celular
(como se reporta en este trabajo), aumentarian conside-
rablemente la produccibn de estos factores y por consi-
guiente la inmunofagocitosis anterior a la eliminacibn
del agente ex&geno.

El hecho de que los MacR de la cavidad peritoneal en
presencia de LPS producen el FcRI y el C3RI en forma de-
tectable ya desde el cuarto dfia de incubacifn, implica
éue la respuesta de inmuhofagocitosis aparece en este
sistema de manera temprana; en consecuencia, se puede
argumentar que es prioritario para la defensa del orga-
nismo aumentar los receptores inmunolégicos de los fago-
citos atraidos en forma masiva de la reserva medular en-
tre los cuales existe un bajo porcentaje con receptores
para Fc y C3. Por lo tanto, los MacR, el FcRI y el C3RI
secretados por ellos, y los granulocitos y monocitos

- provenientes de la reserva medular activados por estos
factores, constituirfan la primera linea de defensa del
organismo contra infecciones bacterianas. Posteriormen-
te si esta defensa no fuera suficiente, la produccién
tardfa (a los 8 dias de incubacibfn) de MGI por los MacI,
aumentarfa el nlmero de células inmunocompetentes en la
cavidad peritoneal facilitando asi la eliminacién del
agente ex6geno. Es importante hacer notar que el MGI
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aqui reportado es diferente (156) al que tempranamente
se produce en el organismo en cualquier proceéo defensi-
vo. La aparicién de dicho MGI tardfo probablemente repre
sentarfa un mecanismo de atraccifn a la cavidad perito -~
neal de cé€lulas especificas que constituyesen la segunda
linea de defensa en el proceso que se estd llevando a
cabo.

En adicibn al poder inductor que tienen el FcRI y C4RI
en los fagocitos atraidos a la cavidad peritoneal. exis
te un fenbmeno de autoinduccifén mediante el cual aumenta
la cantidad de MacR que poseen receptores, sumdndose de
esta forma a la que en el presente trabajo‘se ha llamado
la primera lfnea de defensa. Esta autoinduccibn resultd
ser muy importante en los receptores para Fc mientras
que de menor cuantia en el caso de los receptores para
c3, lo cual indica que posiblemente los MacR fueron ex-
puestos mayoritariamente a C3RI durante su estancia en
la cavidad peritoneal 6§ que se encuentran en un estado
de diferenciacibén tal, que manifiestan m§s el receptor
para C3.necesitando un perfodo de mayor maduracién para
la Sptima presentacién de ambos receptores.

Teniendo en consideracién que los MacR cesaron la pro -
duccién del FeRI al cuarto dia de cultivo, se podrfa pen
‘sar en la carencia en el medio de cultivo de los elemen-
tos indispensables para la sintesis y secrecifn de los
factores 6§ en un agotamiento celular. En vista de que en
ausencia de suero de caballo se obtuvo una alta produc -
¢ibn de FcRI y C3RI, se considera que la falta de nutrien
tes n6 es el factor limitante. En consecuencia, la suposi
cién de que las células tienen una capacidad limitada pa
ra producir los factores serfa la mé&s probable. Ademis,
el hecho de que una buena produccibn de estos factores
se realiz8 en un medio carente de suero de caballo in-
dicarfa que los MacR contienen una reserva de FcRI y -
C4RI la cual es liberada en cultivo.
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Seria recomendable repetir estos experimentosfen presen

_cia'de suero de ratén para evaluar esta suposicibn y a-
. dem&s para demostrar si estas cé&lulas tienen la capaci-

dad, en presencia de suero autdlogo, de sintetiéar di

- novo estos factores y né finicamente liberar sus reservas.

Por Gltimo, al producir un medio condicionado en ausen -

‘Cia de suero de caballo y‘con una sensibilidad tal que

100 pl de &ste proporcicnan una buena respuesta de indug

cibn para receptores para Fc y Cy en células de médula
“6sea, se cree tener una fuente lo suficientemente activa
‘como para proceder a su purificacién bioquimica, la cual

seria de gran importancia tanto por su posible aplicacifn
terap€utica en padecimientos en los cuales un aumento qe
receptores para Fc y C3 pueda ser de utilidad, como por
su probable valor diagn&stico mediante la produccién de
anticuerpos que permitan detectar en forma inmediata la
existencia de niveles anormales de estos factores en el

“organismo y como por su utilizacién en el estudio de los

mecanismos de diferenciacién celular e inmunofagocito -

8is.
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" ANPENDICES .

APENDICE 1

°MEDIO MINIMO ESENCIAL DE EAGLE

Este medio se utilizd para mantener a los cultivos celp¥b

. lares en condiciones mormales in vitro. A continuacién’

se hace mencién de los componentes quimicos de los cua-
les estd formado este medio.

AMINOACIDOS - mg/1

L- Arginina 84.0

L~ Cistina ‘ . ' 62,57
L-Glutamina . _ 584.0
‘Glicina . - 0.0
L-Histidina HCL.H,0 . 42.0° " L
L-Isoleucina ° - _ 105.0
L-Leucina VWQﬁ'v,: 105.0
L-Lisina.HCl S 146.0 .
L-Metionina : ' o 30.0
L~Fenilalanina _ 66.0
L-Serina o 42.0
L-Treonina : 85.0
L-Trirtoféno : : _ - 16.0
L-Tirosina (sal Dis&dica) " 104.2
L-Valina 94.0
VITAMINAS o mg/1

D-Ca Pantotenato : _ 4.0




Cloruro de colina S

‘Acido Pélico . S E
Inositol - L e
Nicotinamida B TR N
Piridoxal.HCl o fV‘x?‘}f_ 4.0
Riboflavina o 0.
‘Tiamina T LD
SALES INORGANICAS O mgn
Cloruro de calcio anhidro : ZQD.O
Nitrato de Fierro IXI nonahidratado 0.1:
Cloruro de Potasio  400.0

. -Sulfato de Magnesio Anhidro 97.67
Cloruro de Sodio 6400.0
Fosfato monos6dico monohidratado 125.0 -

" OTROS COMPUESTOS o » i mg/l”-‘
L-Glucosa o . 4500.0
Rojo Fenol . : L "~ 15.0

En 950 ml de agua destilada, se diluy§ el medio en polvo
agitando ligeramente, se adicionaron 3.7 g/1 de bicerbo~
nato de sodio, ademis los antibiSticos Penicilina G 100 U/ml
y Estrentomicina 100 pl/ml. Posteriormente se aforf a un
volumen de 1000 ml y se agitd hasta disolver, sin sobre-
agitar. El medio fu€ ajustado a un pH de 6.9 y despuBs se
filtr6 con filtros Milliporé (Millipore, USA.) con un ta-
mafio de poro de 22 micras. Finalmente el medio se almace-
n6 a 4°C hasta el momento de su uso.




. APENDICE 2

 $0LUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS

Esta solucién se usé para mantener a las células, en con-
dlciones fisiolﬁgicas estables durante periodos certos. -

La capacidad amortiguadora es proporclonada por las sales
de fosfato. Los componentes fueron diluidos en un volﬁmen,_
final de 1000 ml de agua bidestilada. '

- Cloruro de Magnesio 0.1 g
" Cloruro de Calcio 0.1l g
Cloruro de Sodio 8.0 g
Cloxruro de Potasio 0.2 g

Fosfato monofcido de Sodio  2.16 g
Fosfato dificido de Potasio 0}2 g

El cloruro de magnesio y el de calcio fueron disﬁeltbs en
100 ml de agua bidestilada..Las'restantes sales, por sepa
rado, se diluyen en 800 ml de agua bidestilada y después
se adicionan los 100 ml que se prepararon inicialmente.

En seguida se afor5 a un volumen final de 1000 ml y estd
solucibn se ajustd a un pH de 7.2 a 7.4; se procedid a :
esterilizar la solucién utiliz&ndose filtros de membrana
(Millipore, USA.) con un difmetro de poro de 22 micras.
Finalmente la solucifn se almacen$ a una temperatura de
4°C hasta el momento de su uso.




APENDICE 3 .

. SOLUCION DE ALSEVER

Esta ‘solucién permite mantener a los eritrocitos de car-
knéro en condiciones estables por largo tiempo, aproxima-
»,Qamenté 30 dfas, a una temperatura de 4°C. La férmula dada
abajo es una modificaci6n de la £6rmula original de Alse-
©ver.

Dextrosa ‘ 20.5 g
' Citrato de Sodio dihidratado 8.0 g
Acido Citrico monohidratado 0.55 g
Cloruro de Sodio . ' 4.2 g
Agua destilada - © 1 1litro

En 900 ml de agua destilada se disolvieron sucesivamente
cada una de las sustancias, posteriormente se afor$ a un
volumen de 1000 ml. La solucifén se ajust6 a un pH de 6.1

y se esteriliz6 en autoclave. Finalmente se guardS a una
temperatura de 4°C hasta su uso. Esta solucidn se utilizé
para colocar 10s eritrocitos de carnero en una proporcién
de 1l:1.
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