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RESUMEN

Es innegable la importancia que tienen los macrbfagos y los
granulocitos en la defensa del organismo contra cuerpos ex
trafios. Una de las moléculas m&s estudiadas encargadas de
inducir a la formacibn de estas c&lulas, es el inductor de
macr6fagos y granulocitos (MGI), el cual induce a la proli
feracidén y diferenciacidn de precursores mieloides hacia c§
lulas morfolégicamente maduras. Muchos intentos se han rea
lizado hoy en dia, para determinar la masa molecular de este
MGI, utilizando para ello diferentes medios condicionados
tanto por tejidos, Organos, extractos tisulares, diversos
fluidos corporales v c&lulas. Dentro de esta gran gama de
factores reguladores ha despertado gran interés el produci

do por los fagocitos, ya que obviamente representarian un
fenbmeno de autoinducci®n.

Un sistema Gtil para el estudio y obtencidn de fagocitos mo
nonucleados lo representa la cavidad peritoneal en donde en
forma f8cil y poco traumdtica se pueden obtener un buen ni
mero de estas células, pudiéndose aumentar considerablemente
dicha poblacifn celular mediante una reaccibn inflamatoria.
Sin embargo, existe una gran heterogeneidad en el tipo de
células de dicha cavidad, en consecuencia el MGI encontrado
en los medios condicionados por estas, puede provenir de
cualquiera de los tipos celulares gque la componen por lo que
no se puede asegurar cual es el causante de dicha secresibn.
Se ha postulado que los macr6fagos son los productores de
este MGI, debido a que representa la gran mayoria de las ce
lulas de la cavidad peritoneal. Sin embargo no existe a la

fecha ninglin estudio que identifique al macrdfago como pro



ductor del inducter a la formacibn de colonias. Existe una
controversia respecto al origen de los macrbfagos de la ca
vidad peritoneal, por un lado la mayoria de los investigado
res consideran que estas células, provienen del monocito
formado en la mBdula 6sea. osea son células inducidas al lu
gar de accibn; por otro, se han aportado evidencias de la
existencia de un precursor local que da origen a los llama
dos macrbfagos residentes.

Con la finalidad de contribuir al estudio del origen de los
fagocitos tanto inducidos come residentes de la cavidad pe
ritoneal y para detectar la posible produccibdn del MGI por
estas c&lulas, se obtuvieron y analizaron medios condiciona
dos por ambos tipos celulares.

Los resultados aqui presentados indican que las c&lulas in
ducidas a la cavidad peritoneal fueron las finicas capaces
de producir MGI, para el cual se encontraron dos masas mole
culares diferentes, una muy activa de 70 000 daltones y otra
poco activa de 44 000 daltones. Debido a gue las técnicas
bioquimicas involucraban diluciones del medio condicionado
se disefi6 un bioensayo de preactivacifn para aumentar la
sensiblilidad del ensayo en bicapa en agar normalmente uti
lizado.

Por iltimo en este trabajo se discute tanto el posible ori
gen macrofigico del MGI de 45 000 daltones y fibroblastico
de 70 000 daltones como, la posibilidad de una purificacibn
bioquimica que facilite el estudio de los procesos de dife
renciacibn celular, asi como de su utilizacibn para fines
terapéuticos y de diagnbstico.



INTRODUCCION

PRECURSORES HEMATOPCYETICOS

En la mayoria de los tejidos de los mamiferos las c&lulas

que los conforman se encuentran diferenciadas y por lo tan
to muestran poca evidencia de proliferacifn y autorrenova

cibn. No obstante un pequefio grupo de células tanto de la

mucosa gastrointestinal, de la piel y del tejido hematopo

yético, tienen la capacidad de proliferar y diferenciarse

continuamente hacia c&lulas maduras (1).

La existencia, en el tejidc hematopoy&tico, de una cé&lula
totipotencial, fue establecida en los inicios de los afios
cincuenta mediante estudios en ratones letalmente irradia
dos (2-5). Estudios posteriores (6), aportaron fuertes evi
dencias de la existencia de c&lulas hematopoyéticas precur
soras, 2l experimentar con ratbnes irradiados, los cuales
morian por pancitopenia. La muerte de estos animales se po
dia evitar mediante la administracifn de una suspencibn
celular proveniente de animales sanos. Los animales asi tra
tados sobrevivian mostrando en su bazo n6dulos que represen
taban pequefas colonias de c&lulas precursoras de eritroci
tos, granulocitos, megacareocitos y cé&lulas indiferenciadas
a este tipo de células se les 1llam® "unidades formadoras

de colonias del bazo" (colony-forming unit-spleen) (CFU-S).
Sin embargo, la relacibn de los linfocitos con las CFU~S no
ha quedado del todo claro, ya que los progenitores linfoi

des no se encuentran en las colonias del bazo, lo que su



giere la existencia de una cé&lula precursora com@n mds pri
mitiva, llamada "precursora comlin de la unidad formadora de
colonias linfoides y mieloides" (lymphoid-myeloid colony-
forming) ( CFU-L-M) (7-9). Tambi&n se postula, que la CFU-L-M
da origen tanto a los precursores linfoides como a las CFU-S
(1), que a su vez generan a células mis diferenciadas llama
das comprometidas, las cuales son; "unidad formadora de eri
trocitos" (burst-forming unit-erythroid) (BFU-E) (1, 31,32),
"unidad formadora de megacariocitos" (coloy-forming unit-me
gakariocitos) (CFU-M) y "unidad formadora de colonias en cul
tivo" (colony-forming unit in culture) (CFU-C) (1), las cua
les dan origen a los eritrocitos, megacariocitos y granuloci
tos macr6fagos respectivamente.

La mayorfa de las CFU-S, se encuentran localizadas en la mé
dula 6sea y muy pocas (alrededor de 50 veces menos) en el
bazo (6,8,10,11). No obstante, en ocasiones las CFU-S pueden
ser localizadas en la sangre perif@rica y muy raramente en
otros tejidos, en estos iltimos es muy probable que se deba
a la contaminacibn por la sangre periférica (11,12).

FUENTES INDUCTORAS A LA DIFERENCIACION
CELULAR

Existen evidencias de que algunas sustancias humorales e in
fluencias microambientales celulares locales, regulan la di
ferenciacibn y proliferacifn de c8lulas precursoras hemato
poyéticas que se encuentran en la médula Ssea (13-16). Entre
estas sustancias humorales se encuentran: la eritropoyetina
la cual induce a la proliferacifn y diferenciacifn de los e
ritrocitos mediante una r&pida sintesis de RNA (17), la trom
bopoyetina, que estimula la produccibn de megacariocitos (19,
20), y el inductor de macr6fagos y granulocitos (MGI) (21,22)
también llamado "factor estimulador de colonias" (colony sti



mulating factor) (CSF) (23-25) o "estimulador activador de
colonias" (colony stimulating activity) (CSA) {26-28). Esta
sustancia humoral es indispensable en los cultivos in vitro
para inducir'a la proliferacibn y diferenciacién de las CFU-C
hacia colonias de granulocitos y macr6fagos maduros, ya que
si no se encuentra presente en el medio de cultivo no hay pro
duccibn de colonias(29,30). Por otro lado, esta induccibén pue
de permanecer durante todo el tiempo de cultivo o hasta un de
terminado momento, en el cual se agote o sea retirado el me
dio inductor (33,34).

Existen varias fuentes de obtencibn del MGI, algunas de ellas
se enlistan en la tabla 1. Cabe hacer notar gue entre las cé
lulas m8s utilizadas para la produccibén de MGI in vitro se en
cuentran los macrb6fagos y lo- fibroblastos. Por otra parte el
medi.o condicionado por los fibroblastos en cultivo ha sido
frecuentemente utilizado hasta la fecha para el estudio de las
propiedades moleculares de &ste MGI, asi como su posible fun
cibn fisiolBgica. Se ha llegado al grado de obtener anticuer
pos contra un MGI previamente purificado para facilitar la pu
rificacibn en gran escala de este factor (56).

Sin embargo, sea cual fuere la fuente de obtencibén del MGI
éste se encuentra en muy pequefias cantidades, por lo gue para
aumentarlas se ha recurrido a la activacibn de las células me
diante el uso de sustancias tales como los lipopolisacéridos
{LPS) de bacterias Gram-negativas {57), el glucan, zymosan,
Mycobacterium Basillus Calmette-Guerin, tuberculina y myrista

te phorbol,entre otros (46). Por otra parte se han descubier
to otras sustancias nc intrinsecas al grupo de los MGT que
ayudan a aumentar el tamafio de las colonias al actuar junto
con el MGI, como son; los antigenos (58), eritrocitos lisados
{59) y algunos componentes del suero con masa molecular muy
pequenia {60) .



TABLA 1.- Diferentes fuentes de obtenci8n del MGI.

Lineas celulares Medios fisiol8gicos

Tejidos

Lineas macrofdgica WR19W  Sangre periférica (45).
con mm de 45 000 d (64).
Macr6fagos (42,47,48).
Fibrobl&stos, con mm de
65 000 a 70 000 4 (55,56).
Linfocitos T (43,51).
Linea PV5-1.8 (46).

Linea 1GCT con mm de

30 000 & 40 000 4 (53).
Linea sarcoma Yoshida con
mm de 22 000 a 25 000 d
(52) .

Suero normal (65).
Orina humana con mm de
85 000 d (35,50).

Corazén (41).

Higado regenerando (49).

Pulmén con mm de 41 000,

35 000, 79 000 4 (36,38).
Utero con mm de 45 000 d

(39,40) .

Timo (44).

mm ; masa molecular
d ; daltones



TABLA l.- Diferentes fuentes de obtencifn del MGI.

Lineas celulares

Medios fisiolbgicos

Tejidos

Lineas macroffgica WR19W Sangre periférica (45).

con mm de 45 000 4 (64). Suero normal (65).
Macréfagos (42,47,48).
Fibroblistos, con mm de 85 000 A (35,50).
65 000 a 70 000 d (55,56),

Linfocitos T (43,51).

Linea PV5-1.8 (46).

Linea 1GCT con mm de

30 000 a 40 000 4 (53).

Linea sarcoma Yoshida con

mm de 22 000 a 25 000 d

(52) .

Orina humana con mm de

Corazdn (41).

Higado regenerando (49).

Pulmbdn con mm de 41 000,

35 000, 79 000 4 (36,38).
Utero con mm de 45 000 4

(39,40).

Timo (44).

mm ; masa molecular
d ; daltones



Estudios de naturaleza bioquimica realizados con el MGI, han
mostrado que es una glucoproteina, termolabil, resistente a
la accibn del &ter, a la desoxirribonucleasa y ribenucleasa,
estd constituida por moléculas no dializables, y en la elec
troforesis migra junto con la fracciBn de la gama globulina
inmediatamente despu&s de la albumina {(61,62). Ahora bien
las masas moleculares encontradas para &@ MGI varian en un
rango de 5 000 (63) a 150 000 {85) daltones, parte de esta
gama se enlista en la tabla 1. Esta discrepancia de resulta
dos en torno a las masas moleculares, parece depender en par
‘te de la fuente de obtencifn asi como del bicensaye utilji
zado. Alternativamente es posible que los diferentes MGI ten
gan tambi&n diferentes propiedades biolSgicas, ya que se han
hecho estudios al respecto, encontrando por ejemplo que la
sangre periférica de fetos de ratbn producen un MGI gue fa
vorece la produccifn de macr6fagos en un 90 % mds que los
granulocitos (45} cosa que no ocurre en los otros MGI, otro
ejemplo seria la de una linea leucémica tumoral moncecitica
PUS~1.8 (46), que produce un MGI el cual induce a la forma
cibn de colonias en 2 6 3 dias, mientras que la mayorfa de
los MGI las producen en 6 6 7 dias.

MACROFAGOS DE LA CAVIDAD PERITONEAL

lLos macr6fagos son un grupo de células muy importante en la
_p:odﬁdcién del MGI, lo cual representa un fenfmeno de auto
ﬁinduccién en el organismo. La cavidad peritonheal es conside
rada generalmente como un sitio conveniente para el estudio
de estos fagocitos bajo condiciones normales y patol8gicas,
porque; contiene una poblacifn celular caracterizable y fini
ta en té&rminos de los tipos celulares, el total de la pobla
cifbn celular es relativamente manejable, la distribucidn ce
lular es homogénea por lo que las alicuotas son representa
tivas de la poblacifin, el nfimero es facilmente cuantificable



por métodos hematoldgicos rutinarios (66). E1 lavado de 1la ca
vidad peritoneal normal, provee de una suspensifn celular que
contiene macrdfagos, linfocitos, eosinbéfilos y células cebadas
se ha encontrado que el nimero y la relativa proporcifén de es
tas células varfia de acuerdo a la especie, edad del animal
(67,68) y a las variaciones de interpretacibén tipicas del ob
servador (69) (tabla 2). Este nfimero de células puede ser in
crementado mediante la administraciOn intraperitoneal de agen
tes inflamatorios o irritantes tales como el caseinato de so
dio (70}, el glicbgeno, el tioglicolato y los aceites minera
les (71,72) . Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la inyec
cibn intraperitoneal de cualquiera de estas sustancias, trae
como consecuencia la alteracifn del estade normal del animal
experimental, provocando con ello no solo un aumento en el n@
mero de sus c8lulas sino tambi&n la migracifn y acumulacibén
intraperitoneal de estas células provenientes de la sangre pe
riférica. Entre estas c€lulas se encuentran los monocitos los
que se diferenciarfn a macr6fagos maduros, los cuales difieren
tanto morfolégica como funcionalmente a los macréfagos que
normalmente residen en la cavidad peritoneal (73). Cuando se
administra caseinato de sodio en la cavidad peritoneal de ra
tbn, se encuentra que entre una y dos horas después,los gra
nulocitos comienzan a llegar a &sta, seguidos con el tiempo
de arrivo de un nfimero cada vez mayor de monocitos, los cua
les llegan a su m&ximo hasta las 16 horas y comienzan a de
clinar su migracién a las 24 horas (70). El tiempo que tar

da para el restablecimiento de la normalidad de la cavidad
peritoneal, depende de la naturaleza de estimulo asi como

de la cepa con la que se esté trabajando (74). De esta mane
ra, encontramos que despu#s de la estimulacidn con solucibn
salina la normalidad se recupera 4 dias mls tarde, en cambio
si la irritacidn es con gr8nulos de melanina, la recuperaci6n
tarda 50 dias (72-75).
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Se ha postulado (66), que los macrSfagos residentes de la
cavidad peritoneal forman una poblacifn autorreplicable y
que el pequefio porcentaje de cé&lulas con las caracteristi
cas morfoldgicas y citoquimicas de monocitos presentes en
dicha cavidad sin estimular, pueden ser considerados como
células gque se encuentran de paso y no como precursores de
los macrb§fagos residentes. Sin embargo pocas veces se hace
diferencia entre los macrbfagos residentes y los inducidos

provenientes del monocito.

Hacia principios del siglo, se encontr6 que existen diferen
cias entre los "clasmatocitog" (anilogos & los macréfagos
residentes) y los monocitos de la cavidad peritoneal (76).
Posteriormente en 1930 (86), se postuld gque los histiocitos
secundarios los cuales derivan del monocito sanguineo duran
te una inflamaci6n, son distinguibles de los histiocitos pri
marios los cuales son originados en el tejido local. Algunos
estudios muestran que en la electroforésis celular, los ma
créfagos residentes tienen un comportamiento totalmente di
ferente al de los inducidos a la cavidad peritoneal, lo gue
indica diferencias en la carga superficial de ambos tipos (77}
Asimismo, se ha demostrado que los macr6fagos inducidos, son
mis sensibles a los factores inhibidores de la migracibn (78),
También se han encontrado diferencias marcadas en ambos tipos
celulares en cuanto a la producci®n y liberacifn de diferen~
tes enzimas (79,80). Un estudio realizado en cuanto a la dis~
tribucibn de la peroxidasa muestra diferencias caracteristi-
cas en los dos tipos de matr6fagos; por un lado los macrffagos
inducidos presentan la peroxidasa en grinulos mientras gque en
los residentes se encuentra en el reticulo endoplésmico rugo-
so y rodeando a la envoltura nuclear (81,82). Recientemente
en 1981 (83), se encontraron evidencias acerca de up origen
diferente para los macrbfagos residentes, mediante el uso de

marcadores con Imferon (hierro dextrano) y se propone que el
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precursor de estos macr6fagos se localiza en los puntos le-
chosos y que por mitosis da origen a macr&fagos inmaduros
llamados proresidentes, los cuales poseen un patrdn de pe-
roxidasa similar al de los macréfagos maduros. Estudios que
apoyan esta teoria fueron realizados con la cavidad perito-
neal in vitro en los cuales muestran la formacifn de estos
histiocitos (84).

Siendo que una propiedad de los macrbfagos maduros de la
cavidad peritoneal es la produccifn del inductor MGI y que
se ha demostrado que la poblacién fagocitica de dicha cavi
dad estd compuesta tanto por macr8fagos residentes como por
inducidos; en este trabajo se cultivaron por separado estos
dos tipos celulares, para determinar cual de ellos era ca~
paz de producir este inductor asi como la evaluacibén de sus
masas moleculares.

Si tomamos en consideracifn que existe una controversia a-
cerca de si los macrbfagos residentes y los inducidos pro-
vienen de un precursor comfin, nosotros esperamos que las
diferencias o0 similitudes encontradas en la produccibn del
MGI por estos dos tipos celulares, puedan contribuir al es
clarecimiento del origen de ellos.
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MATERIALES Y METODOS

Aninales.~ Se exwplearon ratones de la cepa CD-1 de ambos sexos y de
6 a B semanas de nacidos para la obtencin de c8lulas de médula Ssea
y cavidad peritoneal. Ios animales fueron sacrificados mediante dislo-
cacifn céfalo-medular.

Cultivo celular.- Cam fuente de nutricitn se usé el medio minimo esen
cial de Eagle (EM} (Gibco Labs. USA) (Apéndice 1}, al que se le adicio-
naron antibi6ticos (penicilina 100 UI/ml, estreptomicina 100 mog/ml) y
3.7 g/1 de bicarbonato de sodio para obtener un pH de 7.2; posterior-
mente fue suplementado con suero fetal de bovino al 10% (Giboo Labs.
USA) el cual fue previamente desactivado a 56°C durante 30 min.

Para los cultivos en medios semisSlidos se utilizf EM a doble concen~
tracién y agar ( Bacto Agar Difco Labs. USA ). Las cklulas fueron sem-
bradas a las concentraciones requeridas para cada experimento en cajas
de Petri de cultivo de 60x15 mm (Tissue Culture Ware, Lux Scientific
Co. USA) a las cuales se les adicionaron 5 ml de medio de cultivo.

la cantidad de c&lulas se determind por contec en un hemocitfmetro
(American Optical USA). Los cultivos se mantuvieron in vitro en una in-
cubadora a 37°C oon una atuOsfera parcial de CD:Z al 10 8§ y hunedad a
punto de rocio. Para la cbservacifn del desarrollo celular se utilizd
el wmicroscopio invertido.

Técnica para la obtencién de células de médula Ssea.~ Se sacrificaron
ratones para pruceder a retirar los huesos, oolocAndolos immediatamente
en cajas de Petri que contenian solucibn amortiquadora de fosfatos (SAF,
Mpendice 2 ). Se perforaron ambas epifisis con una jeringa haciendo fluir
medio de Eagle de un extrero a otro del hueso, las células asi obteni
das se lavaron mediante centrifugacibn a 500 ¢ durante 3 min. La canti
dad de c&lulas obtenidas se determin® por conteo en un hemocitfmetro,
sembrandose 10° células en el medio de cultivo.
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Preparacifén de medios condicionados por células peritoneales
adherentes al sustrato de cultivo.- Para la preparacidn del
medio condicionado (MC) por cé&lulas residentes peritoneales
(CRP;, se sacrificaron ratones para proceder a extraer las
CRP por medio de una jeringa hipodérmica que contenia 10 ml.
de SAF, inyectdndolos en la cavidad peritoneal dando en se
guida un ligero movimiento al animal con el fin de recuperar
la mayor cantidad de cé&lulas., Las c&lulas asf obtenidas de
varios animales fueron mezcladas para proceder a lavarlas me
diante centrifugacién a 500 g durante 3 min. Posteriormente
las células fueron sembradas a las concentraciones requeri
das para cada experimento e incubadas durante dos horas con
la finalidad de gue las cBlulas se adhieran al sustrato de
cultivo. Transcurrido este tiempo las c&lulas no adheridas
y el medio de cultivo fueron retirados y nuevo medio fue a
gregado para la preparacibn de los medios condicionados los
cuales se incubaron tanto en ausencia como en presencia de
7.5 mecg de lipopolizaciridos de Salmonella typhymurium (Sig
ma, Chemical USA) disuelto en 0.3 ml de SAF. Los medios con
dicionados asi preparados fueron centrifugados a 500 g por

5 min para eliminar las c&lulas en suspensibn y almacenados
a =-20°C hasta su uso.

Para la obtencifn de MC por células inducidas peritoneales
(CIP), se inocularon ratones por via intraperitoneal con 3
ml de una solucifn de caseinato de sodio al 10 % en SAF, de
jandose actuar este irritante por un periodo de 4 dias, des
pués de los cuales se sacrificaron los animales para proce
der a obtener y cultivar las células tal y como se describib
para las CRP.

Técnica de formacibn de colonias en bicapa de agar.- La eva

luacibn del contenido de inductor de macrSfagos y granuloci
tos (MGI) en los diferentes medios condicionados fue con ba
se en la produccibn de colonias de macr6fagos y granulocitos,
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empleando para ello c&lulas precursoras provenientes de mé
dula 6sea de ratdn, mediante la utilizacidn de la té&cnica

de bicapa en agar. Este m&todo consiste en colocar una ca

pa inferior con 20 % de agar al 0.6 %, medio de Eagle a do
ble concentracibn 20 %, suero fetal de bovino 20 % y el 40 &
restante formado por el MC a ensayar y medio de Eagle. Se es
pera 20 min. a temperatura ambiente y posteriormente se co
loca una capa superior conteniendo 20 % de agar al 0.4 &%,

20 ¢ de medio de Eagle a doble concentraci6n, 10 % de suero
fetal d& bovino y 50 % de medio de Eagle con 10° células de
médula 6sea; en este caso al igual gue con la primera capa
se espera 20 min. a temperatura ambiente para proceder a la
incubacibn. El agar se diluy6 con agua bidestilada para que
al ser mezclado con el medio de Eagle no se altere la concen
tracibn de sales. El agar se preparb mediante esterilizaci®n
en autoclave y se mantuvo en bafio Maria a 46°C hasta su usa.
La evaluacibn del nfimero de colonias se efectub al t8rmino
de 6 dias de incubacibn, considerandose como colonia a las
agrupaciones celulares de m&s de 10 cé&lulas.

Cromatografia en gel ACA 54.- Para la determinacidn de la

masa molecular del mGI se utiliz6 una columna K26-100 (Phar
macia Fine Chemical, Suecia) conteniendo ultrogel ACA-54
(LKB Producter AB, Bromma Suecia) para separacidén de molé&cu
las entre 5 000 y 70 000 daltones. Se hizo una calibracidn
con proteinas de masa molecular conocida, (insulina de cer
do 3 900, citocromo ¢ de caballo 11 700, mioglobulina de ca
ballo 17 200, B~lactoglobulina 35 000, ovoalblmina 43 000,
hemoglobina humana 64 000, albumina del suero de bovino

68 000 daltones y azul dextrano como indicador del volfmen
de exclusibn. Se tom6é una muestra de 2 ml de MC-CIP concen
trado y se eluyd con Tris 50 milimolar con cloruro de sodio
0.15 molar a un pH de 7.7 y a un flujo de 4 cm/hora.



Técnica de tripsinizacifn.- Esta técnica fue utilizada para

poder separar las c&lulas adherentes de la caja de cultivo.
La tripsina se utilizd en combinacifn con el &cido etilen
diamin tetracético de sodio (EDTA), como agente dispersante.
El procedimiento de esta té&cnica fue el siguiente:

a) Se desecha la solucibén nutritiva y se agregan 5 ml de ver
seno (junto con el EDTA) (Apéndice 3) bombeando continuamen
te para quitar los residuos de la solucidn nutritiva.

b) Se desecha el verseno y se agregan 2.5 ml de una solucibn
de tripsina al 0.25 % en verseno, se incuban las cajas con
esta solucibn a 37 °C durante 3 min. Pasado este tiempo, se
agrega la solucidn de tripsina, en forma suave sobre el fon
do de la caja, con el objeto de separar las células.

c) La solucidén de tripsina, conteniendo las c@lulas en sug
pensidn se coloca en un tubo de centrifuga a 700 g por 3 min,
d) Después de centrifugar, se desecha el sobrenadante y el
paquete celular se resuspende en 2 ml de medio de cultivo.
Las cé&lulas son contadas en un hemocitdmetro y se siembran

en las concentraciones requeridas para cada experimento.

Técnica de lavado molecular.- Para la concentracifn del MC-

CIP-LPS se utiliz6 la té&cnica de lavado molecular, la cual
consiste en separar a las proteinas globulares en disolucibn
de los solutos de baja masa molecular. Para ello se utiliz6
un filtro cilindrico Millipore con corte aproximado de 10 000
daltones (Millipore Co. USA), el cual estuvo conectado por
medio de una bomba peristiltica a un tubo de recocleccibn me
diante mangueras. Posteriormente se intrudujo el filtrc en
un tubo que contenia 20 ml de MC-CIP-LPS, ocasionando con
ello que las moléculas de baja masa molecular fueran filtra
das hacia el tubo recolector, la separacidn molecular fue
parada cuando en el tubo que contenia el MC-CIP-LPS queda
ban solamente 2 ml.



le

Confiabilidad de los resultados.- Todos los experimentos rea

lizados en este trabajo, fueron repetidos un minimo de dos
veces y siempre por duplicado.

para todo experimento se incluy8 un bicensayo sin medio acti
vador como control negativo.
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RESULTADQS

La cantidad del inductor de macr6fagos y granulocitos (MGI),
presente en los medips condicionados, se evalu® con base en
la produccibén de colonias en agar a partir de precursores de
médula Ssea.

Produccibn del MGI por las cé&lulas inducidas en cavidad peri
toneal (CIP).
Tomandoc en consideracifn que las CIP pueden ser mantenidas

in vitro durante largos periodos de tiempo y que los lipopo
lisacdridos amplifican una gran gama de actividades biol§

6 CIP incubadas durante 4

gicas, se produjeron MC po 15 x 10
u 16 dias en presencia de 50 mcg/ml de lipopolisacéridos de

Salmonella tiphymurium (LPS), con el objeto de determinar si

los MC-CIP-LPS producidos contenian MGI. Se encontrd que al

utilizar 1.0 ml de MC-CIP~LPS sblo el MC de 16 dias indujo a
la formacibén de colonias, lo cual indicé que las CIP eran ca
paces de secretar este inductor, pero gque se necesitaban més
de 4 dias de incubacibn para que en nuestros bioensayos fue

ra detectable.

Produccibn de MGI en funcién del nfimeroc de CIP.
Para determinar la variacifn de la producciBn del MGI en

funcién del nmezc de CIP, se produjeron MC-CIP-LPS condi

cionados por; 2, 4, 8, 16, 24 y 32 x 106 cBlulas durante 16
dias de incubacién. Se encontrd que los MC-CIP-LPS por 2 y
4 x 106
la formacibn de colonias, a partir del MC de 8 x 10

células no contenian suficiente MGI para inducir a

6 CIP se

observd la induccifén de una colonia (por 105 células sembra

das) siguiendo un aumento lineal hasta el MC de 24 x 106 que
produjo 9 colonias declinando posteriormente al utilizar MC

de 32 x 10% c1p (grafica 1 ).
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Grafica l.- Induccidn a la formacibrn de colonias por medios condicio
nados por diferentes concentraciones de c&lulas inducidas

a la cavidad peritoneal.
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Determinacibn de la dosis respuesta del MGI contenido en el
MC-CIP~LPS.
Una vez determinado que 24 x 106 CIP con 16 dias de incuba

cién produjeron la mayor cantidad de MGI en nuestras condi

ciones de cultivo, se procedib a evaluar la variacidén de es
ta produccibn en funcidn de la concentracibn del MC. Para
ello se utilizaron 0.2, 0.4, 0.8 y 1.6 ml, encontrindose que
con 0.2 ml no hubo induccifn de macr6fagos y granulocitos
mientras que con 0.4 ml se observ6 una mixima actividad in
ductora (13 colonias/ 105 células) posteriormente decayd
esta actividad al utilizar 0.8 y 1.6 ml1 (17 y 13 colonias/
10° células ) (grafica 2).

Debido a que en este ensayo el medio nutritivo estd en exce
80 y que el nlimeroc de c&lulas de m&dula 6sea sembradas es
pequefio, no se puede pensar en un fenbmeno de falta de nu
trientes o de saturacidn celular. '

Produccién de MGI por las CIP en funcifn del tiempo de cul-
tivo tanto en ausencia como en presencia de LPS y la falta

de induccibn de este factor por las c@lulas residentes de
la cavidad peritoneal de ratbn (CRP).

Con la finalidad de determinar la cinftica de aparicibn del
MGI en los MC por las CIP tanto en presencia (MC-CIP-LPS)
como en ausencia de LPS (MC-CIP); se produjeron y ensayaron
0.4 ml de los MC por estas c&lulas a los 4, 8, 12 y 16 dfas
de incubacibn. El incremento detectado en la induccifn a la
formacidn de colonias resultd ser exponencial en funcibén del
tiempo de incubacibn de las CIP con un tiempo de doblaje de
48 horas (grafica 3, tabla 1}. Sin embargo los MC-CIP-LPS
indujeron un 70 % m&s de colonias que los MC-CIP. Tomando

en consideracibn que las CIP producen MGI y que las CRP for
man parte de las CIP se procedi a obtener MC de las CRP con
el objeto de establecer si estas células producian el factor

inductor o si esta produccibn era exclusiva de las CIP
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cavidad peritoneal.



TABLA l.- Formacibn de colonias por c&lulas de mé&dula Ssea en bicapa de agar en presencia
de diferentes medios condicionados por las c&lulas adherentes de la cavidad pe-
ritoneal de rat®n.

MC-CRP MC-CIP
LPS LPS
+ - + -
Dias de incu- Experimento Experimento Experimento Experimento
bacién de los
MC 1 3 2 1 3 2 1 2 3 1 2 3
4 0 0 0 o 0 0 0o 0 0 0o 0o 0
8 0 0 0 6 0 0 4 7 9 o* o* 4
12 0 0 0 0 0o 0 14 28 45 4 11 20
16 0 0 0 0 0 0 49 72 123 19 48 87

Las colonias fueron inducidas en 1 x 10% células mieloides en bicapa de agar por 5 ml de

los diferentes medios condicionados. Para la formacidn de colonias, las c&lulas se mantu-

vieron 6 dfas en cultivo. En todos los casos el control fue de 0 colonias. * agrupaciones

de menos de 10 células; MC medio condicionado; CRP células residentes de la cavidad peri-
toneal; CIP c&lulas inducidas de la cavidad peritoenal.

ze



peritoneal. Siendo gue desde el octavo dia de incubacifn de
las CIP fue detectable el MGI y que la maxima produccién fue
a los 16 dias, se produjeron y ensayaron MC-CRP y MC-CRP~LPS
con 8 y 16 dias de incubacibn, no encontréndose actividad in
ductora en ninguno de ellos. (tabla 1).

Determinacién de la masa molecular del MGI.

Debido a que; la columna fue disehada para hacer cromatogra
Eia con un volumen ideal de 2 ml de MC, que la dilucibn inhe
rente a esta columna se esperaba que fuese de 3 a 4 veces y
gue seglin nuestros resultados de dosis respuesta se necesita
ba un volumen minimo de 0.4 ml de MC-~CIP para poder detectar
el MGI, se considerd la necesidad de concentrar el MC-CIP-LPS
de 16 dias de incubacifn. Para ello se concentrd el MC utili
zado, 10 veces mediante la té&cnica de lavado molecular. Se
eluyeron 2 ml de MC-CIP-LPS concentrado. Al ensayar 1.0 ml

de cada una de las fracciones obtenidas, no se observé induc
cibn alguna. En concecuencia consideramos gue la actividad

de esta molécula pude haber sido alterada por la técnica bio
quimica empleada. Con el propbsito de determinar esta posibi
lidad se ideb una técnica de preactivacién en medio liquido.
Esta técnica se basa en el hecho de que las c&lulas prolife
ran mis ripidamente en medios liquidos que en s6lidos y en
consecuencia se procedié a preincubar durante 24 horas c¢&lu
las de m&dula 6sea en presencia de 0.4 ml de MC-CIP-LPS, uti
lizando células de médula Hsea recién extrafidas del ratbn y
células de médula 6sea preincubadas y lavadas. fe encontr§ que
5 células

células. Por lo gue

en las recién extraidas se obtuvieron 68 colonias /10
y en las preincubadas 175 cnlonias/ 10s
se decidid hacer esta técnica de preactivacién para cada una
de las fracciones recoclectadas de la columna cromatogré&fica.
Detectando mediante este ensayo un pico de actividad méxima

de MGI con 12 colonias en el volumen de elucién de 187 ml.

Debido a que en este caso la actividad fue muy pequefia se
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probaron MC para seleccionar uno con mayor actividad induc
tora, se encontrd que 0.4 ml de un MC indujo a la formacidbn
de- 130 colonias. Con este medio condicionado se procedif a
realizar las técnicas anteriormente descritas, encontrando
en este caso dos actividades wdximas de MGI correspondientes
a los volGmenes de elucibn de 187 (90 colonias /105 células)
y 235 ml (27 colonias / 10° células) (grdfica 4).

La determinacidn de las mdsas moleculares se realizd median
te extrapolacidn, utilizando para ello moléculas de masa mo
lecular conocida. Encontrdndose que las masas moleculares
de los MGI obtenidos fueron de 70 000 (MGIa) y 44 000 (MGIb)
daltones (grafica 5).

Determinacibén del tipo de celula que produce el MGI.

Mediante un an8lisis morfolbgico tanto de las CIP como de
las CRP, se reconocieron dos diferentes tipos celulares;
los macr6fagos y los fibroblastos. Cabe hacer notar que en
algunos de los cultivos con CRP estas c&lulas permanecian
en nfimeroc bajo y constante en funcién del tiempo de culti
vo (menos del 1 % del total). En cohsecuencia, pensamos

que el proceso inflamatorio empleado para obtener las CIP,
proporcionf a las cflulas fibroblésticas de la cavidad pe
ritoneal la capacidad de proliferaciifn in vitro. Por otro
lado, s6lo en los cultivos de CIP donde se present§ una pro
liferacidn de fibroblastos se obtuvo un MC con actividad de
MGI.

Debido a que solamente las CIP produjeron MGI, se procedif
a determinar de entre estas cé&lulas, cufles eran las causan
tes de dicha produccidn. Si tomamos en cuenta que hemos ob
tenido por medio de la cromatografia de masas moleculares
dos diferentes MGI provenientes del MC-CIP-LPS, uno de ellos
con 70 000 daltones semejante al producido por una linea de
tipo fibrobldstica (55,56) y una segunda de 44 000 daltones

parecida a la secretada por una linea leucémica de tipo ma
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Grafica 4.- Cromatografia en Gel ACA-54 y determinacion de
colonias en agar. Absorbancia a 280 nm (€ ). Formacibn de
colonias en agar (A ).

Grdfica 5.- Calibracibn para la determinacién de la masa mo
lecular del MGI, empleando varias sustancias de masa molecu
lar conocida.



crofdgico {64), se prodria en consecuencia pensar que los
dos tipos de células @n las CIP puedan ser los causantes

de la produccibn del MGI.

Para determinar mas especificamente c¢bmo es la produccibn
del MGI en cada uno de estos tipos celulares se considerd
pertinente separar los fibroblastos de los macrdfagos en
cultivos de CIP con 11 dias de incubacibn. Debide a que los
macr6fagos no pueden ser separados &el sustrato de cultivo
sin ser dafados considerablemente se considerd pertinente,
el dejar este tipo de células en el sustrato original y se
parar los fibroblastos a otra caja de cultivo mediante la
técnica de tripsinizacibn. Tal y como se esperaba, los fibro
blastos fueron las Gnicas cé&lulas que se separaron del sus
trato de cultivo, mientras que los macrB6fagos parecian ac
tivarse aumentando aGin mds su superficie de adherencia. Es
tos macrdfagos fueron posteriormente cultivados, pero al
poco tiempo comenzaron a desintegrarse, lo cual interpreta
mos como toxicidad ocasionada por la fagocitosis de la trip
sina. En vista de gque no habia forma de separar a estos dos
tipos celulares sin dafiar a los macrbfagos, se procedid a
trabajar exclusivamente con los fibroblastos, para determi
nar si &stos eran las células productoras del MGI. Para ello
se efectud una peguefia variante a la técnica establecida de
tripsinizacidn que consistif en tripsinizar todas las célu
las adherentes y 15 min después agregar, sin retirar las cé
lulas, 0.2 ml de suero fetal de bovino en la caja de culti
vo, para de esta forma inhibir la accibn proteolitica de 1l
tripsina. Posteriormente se cultivaron todas las c&lulas du
rante 24 horas, al cabo de las cuales guedaron exclusivamen
te colonias formadas por cé@lulas de morfologfa fibroblisti
ca (FPCP, fibroblastos de la cavidad peritoneal), adheridas
a la caja de cultivo y células muy dafiadas en suspencifn,
las cuales consideramos son los macrbfagos y algunos fikro

blastos gue no soportaron el tratamiento. Por Gltimo, se



cambib el medio de cultivo para eliminar los residuos culu
lares quedando asi solamente los fibroblastos adheridos a
la caja de cultivo y se procedif entconces a la obtencibn de
los medios condicionados (MC-FCP-LPS), para ellc sc agrega
ron a las cajas de cultivo con FCP, 50 mcg/ml de LPS incub&n
dolos durante 4 dias mis.

Al ensayar 0.4 ml provenientes de estos MC-FCP-LPS, en el
bioensayo de bicapa en agar, se obtuvo una induccifn de 123
colonias/ 10S c€lulas, semejante a la obtenida con las CIP.
Con la finalidad de determinar si los fibroblastos de la ca
vidad peritcneal proliferaban con un tiempo de doblaje seme
jante al de 48 horas encontrado para la produccidn de MGI
(gr&fica 1), se procedib6 a evaluar la proliferacifn de es
tas c€lulas en funcibn del tiempo de cultivo., Para lo cual
se cultivaron y cuantificaron las CIP que se separaron del
sustrato de cultivo por accibn de la tripsina a los 4, 8,
12 y 16 dias de incubacibn. Encontrando que existia un in
cremento exponencial de estas células y que el tiempo en gue
se duplicaba era de 52 horas. Sin embargo este esperimento
fue realizado en sdlo una ocasifn por lo que serfa recomen
dable reconfirmarlo.
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DISCUSION

Es innegable la importancia que tienen los macrdfagos y los
granulocitos en la defensa del organismo contra cuerpos ex
trafios. Una de las moléculas mds estudiadas encargadas de
inducir a la formacibn de estas c&lulas es el inductor de
macrdfagos y granulocitos (MGI) tambié&n conocido como fac
tor estimulante de colonias (CSF), el cual induce a la pro
liferacibn y diferenciacibn de precursores mieloides hacia
células fagociticas morfoldgicamente maduras. Se han rea
lizado muchos intentos hoy en dia, para determinar la ma
sa molecular de este MGI, utilizando para ello diferentes
medios condicionados (MC) tanto por tejidos, 6rganos, cé
lulas, extractos tisulares y por diversos fluidos corpora
les, encontr@ndose una gran variedad de resultados depen
diendo de la fuente de obtencibn. Asi tenemos en los ex
tremos valores tales como 5 000 y 150 000 daltones. Dentro
de esta gran gama de factores reguladores ha despertado gran
interés el producido por los fagocitos, ya que obviamente
representarian un fenbmeno de autorregulacién. Un sistema
Gtil para el estudio y obtencibn de fagocitos mononucleados
lo representa la cavidad peritoneal en donde en forma f&
cil y poco traumitica se pueden obtener un buen nfimero de
estas cBlulas, pudiéndose aumentar considerablemente dicha
poblacidn celular mediante una reaccibdn inflamatoria. Sin
embargo, cabe mencionar que existe una gran heterogeneidad
en el tipo de c@lulas de dicha cavidad, en consecuencia el
MGI existente en los MC por estas células, puede provenir

de cualquiera de los tipos celulares que la componen y en



consecuencia no se puede asegurar el tipo celular responsa
ble de esta secresidn. -
Se ha propuesto (42,47) que los macr6fagos son los produc
tores del MGI debido a que representan la gran mayoria de
este grupo de c€lulas y que el monocito (su precursor) ha
sido identificado como una cé&lula productora de este factor.
No obstante no existe a la fecha nunglin estudio que identi
fique al macrb6fago como productor del inductor a la forma
cidén de colonias y més afin en caso de ser este el causan

te de dicha secresiln no se sabe si esta funcibn correspon
da a los macrb6fagos residentes o a los inducidos.

En el presente traba‘jo se observd que al ensayar MC prove
nientes de las c&lulas inducidas de la cavidad peritoneal
(CIP) solamente las CIP fueron capaces de secretar MGI, es
te resultado inddic6 que los macr6fagos residentes, que cons
tituyen casi la totalidad de las CRP, no son capaces de pro
ducir el MGI.

Durante el desrrollo del presente trabajo, se obtuvieron
tres diferentes resultados que sefialan al fibroblasto como
la c€lula causante de la sintesis principal del MGI. El pri
mer resultado indicd que, al eliminar de los cultivos de CIP
a los macrb6fagos mediante la t&cnica de tripsinizaciln mo
dificada, el MC producido por los fibroblastos restantes
contenia cantidades de MGI muy similares a las obtenidas
cuando se encontraban presentes la totalidad de las célu
las. Por otro lado se encontr6 que la produccifn del MGI
por las CIP en funcibn del tiempo, fue exponencial con un
tiempo de doblaje de 48 horas, similar al de 52 horas en
contrado para la duplicacién de los fibroblastos en dichos
cultivos. Por filtimo, no en todos los cultivos de CIP se
obtuve un MC rico en MGI, sino exclusivamente en agquéllos
en los cuales se presentaba, una proliferacibn de cé&lulas
de tipo fibroblastico, las cuales en ocasiones llegaban a
cubrir todo el sustrato de cultivo. No sabemos la razbn por

la cual en aproximadamente un 50 % de los casos existia una
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proliferacifn de fibrobléstos, pero creemos que estd direc
tamente relacionado con el proceso inflamatorio ya gue con
CRP se obtuvo esta proliferacibn. Mayores estudios serdn ne
Cesarios para determinar la causa de dicha proliferacibn.
El hecho de gue los resultados aqui discutidos sefalen al
fibrobl&sto como una cBlula secretora del MGI, no excluye
la posibilidad de que el macr6fago tal y como ya ha sido
mencionado (42,47), contribuya aunque en forma minoritaria
a dicha produccibn.
Al cromatografiar MC de las CIP activadas con LPS se obtu
vieron dos diferentes picos de actividad: uno correspondien
te a una masa molecular de 70 000 daltones y otra de 44 000,
siendo el primer pico 5.1l veces més activo gque el segundo,
Tenemos por un lado que la masa molecular del MGI producido
por lineas celulares de tipo fibrobléstico, ha sido reporta
do de alrededor de 70 000 daltones (54,55) y el de una 1%
nea celular de tipo macroffgico con 45 000 daltones (64).
En consecuencia se puede suponer gque debido a que las ma
sas moleculares coinciden con las obtenidas por nosotros
y que tenemos exclusivamente macr6fagos y fibroblistos en
nuestros cultivos, que los dos picos de actividad por noso
tros obtenidos, en este ensayo puedan corresponder al produ
cido por estos dos tipos celulares,
Cabe mencionar gue en un principio al hacer el anflisis de
las diferentes fracciones recolectadas de la cromatografia
no se obtuvo actividad de MGI afin cuando el MC utilizado
si era activo. En consecuencia y bajo la suposicibn de que
la técnica bioquimica empleada haya diluido o alterado al
MGI, se tuvo que disefiar una técnica de preincubacibn para
aumentar la sensibilidad del ensayo, y obtener de esta for
ma los resultados aqui mencionados. Tomando en consideracifn
que no se obtuvo actividad de MGI a partir de los MC por CRP
y CIP en ausencia de fibroblastos proliferantes, seria re

comendable el repetir estos experimentos con un periodo de



preincubacidn, para de esta forma aumentar la sensibilidad
del ensayo y poder asegurar, con mayor certeza si los macrd
fagosson capaces de participar en un proceso de autorregula
cibn. Asimismo, seria reccmendable obtener MC formados ex
clusivamente por fibroblastos o por macréfagos inducidos pa -
ra determinar mediante una evaluacidn de masas moleculares
si los dos picos de MGI encontrados corresponden realmente
a los producidos; uno por los fibroblastos, otro por los ma
crbfagos, o representan finicamente dos tipos de MGI produ
cidos por los fibroblAstos. Ademfs consideramos gue se de
berfa realizar la purificacién de los diferentes MGI, con
la finalidad de determinar la heterogeneidad tanto funcio
nal como molecular de cada uno de ellos, ya que se ha men
cionado que el MGI proveniente de fibrobl&stos (55) no in
duce fuertemente a la proliferacifn celular, sino a la com
pleta maduracifn del macr6fago. En consecuencia pudiese ser
que el MGI producido por los macrbfagos inducidos de la mé
dula 8sea tengan también aparte de una funcifn de induccién
a la proliferacibn, alguna mis especifica, por lo tanto se
ria recomendable purificar este MGI de macr&fagos inducidos
a la cavidad peritoneal, con masa molecular de 45 000 dalto
nes y compararlo con el producido con el de los macrbfagos
alveolares para determinar si a partir de la induccibn a la
proliferacibn tengan ya informaci®n hacia la produccibn de
otros macrbéfagos especificos ya sea del pulmbn o de la ca
vidad peritoneal, pues pudiese considerarse que si en el pro
ceso evolutivo se formaron dos diferentes moléculas de MGI,
una con la doble masa molecular que la otra, entonces debie
ra existir alguna otra razfn para ello, ya que en el orga
nismo existe una economia de energia y no es factible que
se produzcan dos molé&culas diferentes provenientes de un mig
mo tipo celular, para una misma funcibn.

Por otro lado, la purificacién del MGI puede ser utilizada
para la obtencidn de anticuerpos contra ella, para la rea

lizacidn tanto de un mejor ensayo para su determinacibn,
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como para el entendimiento de su localizacibn y sintesis in
tracelular o de su efecto en la cé&lula blanca. Asimismo, la
existencia del MGI purificade puede servir de utilidad tera
pelitica en pacientes en donde sea deseable un aumento en el
niimero de granulocitos y macr6fagos, como en enfermedades re
lacionadas con la eliminacibdn de cuerpos extranos. Por otra
parte, los resultados obtenidos en el presente trabajo al de
mostrar una propiedad importante como es la produccibn de
MGI por los macr&fagos inducidos y la falta de esta por los
residentes apoyan la hipbtesis de que estas células puedan
provenir de precursores distintos. Esto implicaria que en la
cavidad peritoneal existen macr6fagos provenientes de un pre
cursor mesenguimatoso local que genera y mantiene a dicha po
blacibn, y que el monocito sea el origen de los fagocitos
gue migran de la m&dula 6sea por lo gue se encuentran de pa
so en dicha cavidad. Siendo que los macr8faqos provenientes
de la médula &sea los que pueden aumentar en nfmero cuando
se registra un proceso inflamatoric, ocasionando con ello la
secrecibn de mds MGI. Ahora bien, el hecho de que los LPS
hayan aumentado en forma tan importante la produccién de es
te inductor, indicaria que en el organismo cuando el proce
so inflamatorio es de tipo infeccioso la respuesta mediada
por las CIP serfa mucho méAs ripida, liberando al organismo
de microorganismos mfs efectivamente que de otros elementos
extrafios a él.
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AP ENDZI CE S
APENDICE 1
MEDIO MINIMO ESENCIAL DE EAGLE

Este medio se utilizf para mantener a los cultivos celulares
en condiciones normales in vitro. A continuacibn se hace men
cién de los componentes quimicos de los cuales estf formado
este medio.

AMINOACLDOS mg/1

L-Arginina 84.0
L-Cistina 62.57
L-Glutamina 584.0
Glicina 30.0
L-Histidina HCI.HZO 42.0.
L-Isoleucina 105.0
L-Leucina 105.0
L-Lisina.HCl 146.0
L-Metionina 30.0
L-Fenilalanina 66.0
L-Serina 42.0
L-Treonina 95.90
L-Triptoféno 16.0
L-Tirosina (Sal Disédica) 104.2
L-Valina 94.0
VITAMINAS mg/1

D-Ca Pantotenato 4.0
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Acido Fdélico 4.0
Inositol 7.2
Nicotinamida 4.0
Piridoxal. HCL 4.0
Riboflavina v 0.4
Tiamina 4.0
SALES INORGANICAS mg/l
Clorurc de Calcio anhidro 200.0

Nitrato de Fierro III nonahi

dratado 0.1
Cloruro de Potasio 400.0
Sulfato de Magnesio Anhidro 96.67
Cloruro de Sodio 6400.0
Fosfato Monosbdico Monohidra

tado 125.0
OTROS COMPUESTOS - mg/1
L~Glucosa 4500.0
Rojo Fenol 15.0

En 950 ml de agua destilada, se diluyd el medio en polvo
agitando ligeramente, se adicionaron 3.7 g/l de Bicarbona
to de Sodio, ademis los antibiBticos Penicilina G 100 U/ml
y Estreptomicina 100 mcg/ml. Posteriormente se aford a un
volumen de 1000 ml y se agitd hasta disolver, sin sobreagi
tar. E1 medio fue ajustado a un pH de 6.9 y después se fil
tro con filtros Millipore (Milliipore, USA) con un tamaiio de
poro de 22 micras. Finalmente el medio se almacend a 4 °C
hasta el momento de su uso.
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APENDICE 2

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS

Esta solucién se usd para mantener a las células, en condicio
- nes fisiolSgicas estables durante perfodos cortos.

La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de
fosfato. Los componentes fueron dilufdos en un volumen final
de 1000 ml de agua bidestilada.

Cloruro de Magnesio 0.1 g
Cloruro de Calcio 0.1 g
Cloruro de Sodio 8.0 g
Cloruro de Potasio 0.2 g
Fos fato monodcido de Sodio 2.16 g
Fosfato difcido de Potasio 0.2 g

El cloruro de magnesio y el de calcio fueron disueltos en 100
m)l de agua bidestilada., Las restantes sales, por separado, se
diluyen en 800 ml de agua bidestilada y después se adicionan
los 100 ml que se prepararon inicialmente., En seguida se afor§
a wm wluen final de 1000 ml y est8 solucibn se ajustd a un
pH de 7.2 a 7.4; se procedib a esterilizar la solucibn utili
z8ndose filtros de membrana (Millipore, USA.) con un difimetro
de poro de 22 micras. Finalmente la solucibn se almacen$ a una
temperatura de 4°C hasta el momento de su uso.
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APENDICE 3

PREPARACION DE VERSENO

Para preparar el verseno se agregan en 800 ml de agua bides

tilada, las siguientes sustancias:

Tris base 3.04 gr
NaCl 8.00 gr
KC1 0.40 gr
E.D.T.A. 0.20 gr

Posteriormente se agita y se afora a 1 1t con agua bidesti
lada, se ajusta el pH a 7.7 con HCl y se esteriliza por auto
clave a 20 lb durante 20 min.
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