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RESUMEN

Es conocido que el inductor fisioldgico de la proliferacidn vy la
diferenciacidn 3 partir de precursores mieloides de 1la médula
dsea en macréfagos y granulocitos (MGI), es producido por una
gran variedad de tipos celulares., Asimismo, se ha encontrado que
existe una gran heterogeneidad entre los pesos moleculares de
dstos. Sin embargo, no se sabe que .cdlula y en que circunstancias
produce cada tipo de MGI, En este trabajo se presentan evidencias
oxperimentsles que indican que probablemente cualquier cdlula es
capaz de producir este tipo de inductor, Con ests finalidad, se
utilizaron fibroblastos de pulmdn y cédlulas epiteliales de rifdn
murinas, para dotarminar si 1la produccicon de MBI estaba
relscionada con el ndmero de divisiones celulares efectuasdas in
. por  estos tipos celulares. Los resultados obtenidos,
indicen que la produccidn de este factor se lleva a cabo
“exclusivamente durante el ciclo de la proliferacidn celular vy que
s8 detiene cuando dicha proliferacidn es inhibida. Asimismo, se
encontrd que cuando son -estimuladas nuevamente a proliferar, va
sea por la accidn de sgentes Fiticos o bioldgicos, lz secrecidn y
praduccidn - de MGI ‘vuelve nuevamenta a3 ser detectada. "‘Por  otro
lado, para  colaborer con la hipotesis que - astablece que  la
. diversidad molecular del MGI depende de 1s estirpe celular que lo
,pvnducep, 1a dltimo parte de date trabajo consistid en determinar
el pPOSO, ,uolecular del MGX producido tsnto por fibroblastos -de
‘“pulmon comp por; celulas: epitelisles de rznénp por: macrdfagos
[inducidos’ » la cavidad peritoneal, 'y por células de mddula dsea
murings . pare compavarlos entre 81 y. con 108 ' pesos . moleculygres
“producides’ Tpor: ~estirpes ‘celulares.  similares, Lon pesos -
moleculares - obtenidos por. cromatograf:a de exclusidn ,uolecular,
!uuestran que ‘en’efecto existon’ diferenciaa entre cada unc . de
3 "gperc una ‘gran similitud entre-estos y los reportados para
: Jontes. ‘Finslnente, s8¢ discute un posiblo circuito
-lulo medisnte el cusl dursnte un process infeccioso participan
epitalialesy. fibroblastos, macrdfagos y cdlulas de médula
. En este e producen fEctores bioldgicos que desencadenan:la
an ~jdi€erqnciac:dn de macrdfagos ¥ ‘granulocitos “a.
g PREUTBORES helatopoiati:os,‘ ssequrando asf un 5istema' e
,manente de: defensa contra cuerpos extrafos, : "




ABREVIATURAS

MBI Inductor de Macréfagos 'y granulocitos.

-]
. CSE = Factor estimulador. de coloniac,
CBA ‘= Actividad estimuladora de COIDﬂi&So
. MG = Medio condicionado.
MUF ‘= Hedio. condicionsdo por fibroblasto;.
MCLE = Medio condicionado por células epitelialea.
MCO-LPS = Medid condicionado por macrofaqos residenteg 5
oo estxuulados con 11popclxaacar1do bascterial,
EPF = fFactor de: pvoliferacion do fibroblastos.
. EPF = Factor de proliferacidn de epitelio.
“CFlU~e = Unidad formsdora de coloniss,
CFU~s ~ = Unidad formadoras de .colonias formadora del bazo.
© CFU=eo. = Unidad formadors de coloniss de eosindfilos,
_CFU-e .= 'Unidad formadove'de colonias de¢ eritrocitos.
CCFU-me ~ = Unidad formadora de coloniss de mastocitos. .
Coermels ) memidrolibres,e e e B
S rmegn =

microq. OB.



1 INTRODUCCION 1

1 CULTIVO DE TEJIDOS

Desde que C. Hernard visualizo en 1B78 la importancia del
ambisnte intracelular en la ragulacidn de lss actividades del
tejido wvivo, se hizo necessrio un estudio funcional de  las
prbpiedades de las cdlulas vy como estas afectan, o son afectadas
por  su ambiente inmediato (i), For esta razdn, fud necesario
separar a8 las cdlulas en sistemas artificiales en los cuales la
ihfluencia del ;nbiente sobre el organismo pudiera ser obsorvéda.

“Una de los primeros intentos en asta direccidn fue realizado
en 1846 por F. D, Recklinghausen (2), quien trabajd con célilas
‘sanguineas de anfibio baJd‘divefsaslcondiciones por espacic de 35
iqfas" Sin énbéréo. el primer axpérineh&oror§anizado de cultivo,

'.lefealizd H' Roux'en 1635 (3), duien transplantd placaa'négrales,

a'de enbriones de polle en desnrrollu utilizando ;olucxdn salings
ﬁsjqxsno. fue el prinero en dunostrar que el cierre del tubo

g prineramente una runcxdn de lun constituventes

yydnq mecénica eJerc:da pur las ostructuras adyacentes. Dos.

1898 C ﬁ LJunqgren £9) real1za transplantes de

;qﬁé1 sobrpvivan por dfas v, semanas - en Flufdo:"n

luiares 7 nu. cono se habia supuosto, uh efacto dxrecto de la Co

pie15;i>vf




ascitico. Mds adn, R.B Harrison en 1907 (&) desarrolla una
técnica efectiva y simple que le permite transplantar tejidos que
continuan creciendo vy desarrollandose fuera del organismo. En
este sentidoy los experimentos de Harrison fueron los pioneros dé
las técnicas de cultive in vitro, vya3a que hicieron posible
transplantar tejidos wvivos que fueran capaces de desarrollsarse
fuera del arganismo. §&in embargo, estas técnicas de cultivo se
habian desarrollado exclusivemente para material de anfibios, por
.béd M.T Burrows en 1910 (7) adapta las tdcnicss de este dltimo »
:crganismms de sangre caliente y descubre sdemds 13 utilidad del
; plasma como medio de cultivo. FPasteriormente, en ssociecidn con
Vﬁ.v Correl (8.9.10). organizas el cultivo de tejidos utilizéndo
Vdiversas recursos. De esta manera, con el desarrollo de»oifos
"ftipos celulares en diferantes labbratorios del mundo, la
*informacion acercas de 1a naturaleza y desarrollo de las células,
:asi como de sus=requer1mzentos,especificus se  we 1ncremﬂntada

u,fuertemente, pe}mitiendo as{, obiener poblacxones celulares.

uoqeneas que pueden snr analizadas de forna relativamante Fécil

ambientas dxferentes bd cuyas respuestag Y propiedades puaden‘

1] madidas con mayor precislén (11).»

CULTIVO DE TEJIDOS HEMATOPOYETICO Y LINFOIDE -

”'de teJidos hematopo/eticn v 1in¢oidé

m@ hlb“

‘i ersos macanis'as que controlan v requlanr>‘

: Por mucho tiempo ¢ue pract:camente—'impdéibieff~

estos

teJidos  ¢6n ' laé tecnzcasa




capacidad de proliferacion fuera del organismo {(12). No fud, sino’
con el desarrollo de nuevas técnicas de cultivo que se ha
consequido que estos tejidos conserven Yy manifiesten sus

caracteristicas bioldgicas in vitro. #Asi, el cultivo de tejidos

hemstopoyético vy linfoide se ha convertido en un sistena
simplificado en el cusl se puede snalizar sistemdticamente 1a
sccidn de diferentes sustancias nutritivas, vitaminas y factores
biolédicamente activos importantes en 1z praliferacidn,
‘diferenciacidn y regulacidn de estos tejidos. De esta maners, el
cultive de tejidos hematopoydtico & linfoide es actualmente un
-modelo ewparimenial bastante adecuado para el estudio de  los
pfucesos celulares que inclyyen tanteo 1a cindtica celular como
~los . procesos de la participacidn celular hematopoydtica en las 

reacciones inmunitarias (12),

1.2 CULTIVO DE FIBROBLASTOS Y CELULAS EPITELIALES

v 421 origen y evolucién de 105 ‘cultivos . de fibrublaﬁtbs' ka

:[células vpiteliales esta basado princ:palnente -en e»perinentos‘
v :c 1ineas transfcrmadas do F1broblastos ¥ en menor.w
-on linaas de calulas epxteliales (13). ﬁctualmente. estas'

se. utilizan amplxamente no unxcamenta porque se conace

ho’ meJor su cumportamiento y evalucidn que el de otros tipos

»pera adherirse a substratos como el vidrio y'

existen - diferentes ;ara;teristxcas o

d1stinguen.. Lo§‘ culti?oé de 'ééig}a;riv

50 caracterlzan pon-~€ofmér ‘léminas con’ ceélulas -
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firmemente unidas wunas con otras y éstas en el curso de su
locamocidn es dificil que se separen de la 1amina (13), Por el
contrario, los fibroblastos son incapaces de formar uniones tan
estrechas como lae células epiteliales, vya que por lo general
ellos rompen fidcilmente con las uniones célula-célula y se
caracterizan porque se gueven individualmente, Existen wvarias
fuentes para obtener cultivos primarios de Pibvoblastos ¥
cdlulas epitelizles; los fibroblastos pueden ser obtenidos de
tejidos mixtos de embriones o animales adultos, tejido conectivo
subcutanea, puledn, bazo, méduls dses y sangre entre otros (133,
Paf su parte los cultives de células epitelisles se obtienen de
varios drganos, pero cominmente de rifdn, higado y pulamdn (14),
“Actuzlmente, los  cultivos de fibroblastos ¥y células

epiteliales se utilizan principalmente en 13 investigacidn de las

- ¥ransformaciones neoplfsicas in vitro (13), en el estudio da
 pdténci8lea de excitacidn 2 nivel de membrana (1) y en. el

estudia “de la‘participaéidn celular de estos tejidos con  otros

" tipos cnldl;ras>(16}.
1.3 ORIGEN DE LAS CELULAS MEMATOPOYETICAS Y LINFOIDES.

Lls celulas heuatopoyeticaa y linfoxdns tienen un ancestro -

den:iPicada en el raton poy Till ¥y Mc Culloch 'éh:

batzmzentmv de 10%’Cé1&18' endOQAnas— dé féSe’

>: kVél 1nyectar yééiulas homatopoyetxcasfﬁ

'un° n celula pracufsora. a pdrtnr de la cual se oriqina tanto L
ncia de una celula precursora heustopoyetica ha - 5ido;:c'

’ -yrradiaton las tgu;don hematopoyetxcos,ncﬁ



comprobaron que se restablecia el tejido hematoydtico abatido 4
observaron ademas ﬁue se presentaba una migracidn de las cdlulas
inyectadas a3l bazo, Al disectar el bazo observaron que se
encentraban todas las cdlulas de la serie mieloide
(granulocitos, macrdfsgos, cdlulas rojes y megacariocitos) as{
como linfociton T y B. A portir de estos hechos designaron a esta
célula pluripotente capaz de originar toda 13 serie linfoide vy
mieloide como unided formadora de colonias del bazo CFU-8 (por
sus siglas en inglds unity forming colony-spleen). En el hombre
exiéto una poblacidn de cdlulas mixias CFC-HIX (por sus siglas en
‘1nqlé| the colony forming cell-mixed), que cusndo es
apropiadamente astimulado, puede formar en medio semisdlido
colanias dque contienen todas las diferontes cdlulass de las lineas
mieloides (20,21). 8in embavgo, la presencia de una cdlula
'_prbcursora con potencial para diferenciarse y sutomsntenerse no

 ha sido confirmads. cnmnletamente in vitro (22,23,24,05,26) .« Esto

6

.:ib ‘demusstran 1os ensdyos rualizadoa par otros 1nve§tiqadores en . -

gprinitiva (27.29).; Se creé. sin embar@o~que las experzmentos da

“en '13' prol:?eracidn

rnqulacionp

 ‘_f:1os que no se ha podido detectar s 1a célula pracursora nds
fvepohlacion snran claven para ident:?ical 8 esta céluié (29), A;

nr a;presnncia de los diferantes ISnaJea hﬂmatopoYéticas;v

] da ello. el culttvo de astos taJidos in zjtrg ha permitldollk

nmo tambtén dilucidar 19 particxpacidn de alqunos Facbares_,,7

R




caomienza en una etapa muy temprana del desarrollo embrionaric,
cuandoe el citoplasma del huevo fecundado se divide desigualmente
dando origen a8 cdlulas comprometidas que desencadenan lo
formacidn de los cuatro te,jidos bdsicos y subtipos que se forman
a2 partir de ellos (30), Los cuatro tejidos bdsicos sont el tejido
apitelial, el tejido conectivo, el tejido muscular y el tejido
pervioso, todos ellos se originan en una etapa del desarrollo
embrionario a poartir de lo que se llsms las tres cbpus
germinativas del embridn (30>, La formacidn de estas capas
germinativas comienza cuando el dvulo fecundado pxperiwenta una
serie de divisiones (segmentacioneg) y se convierte en mdrula
‘AFigs A y B Diagrama 2) (30)., Las cédlulas de 13 mdrula no tienen
; ‘195 mismas dimensiones pues, como mencicnomos, la gran reserva de
,>yi§elo en el citoplasma del hueve fecundado esta distribuido
aesiguolmente al dividirse para formar lss cdlulas de 13 amdruls.
ﬁﬁsbcélulas da la mitad inferior obtienen abundante vitelo, que

.1155 hhcé‘parefer méﬁ valuminosas’que las de la mitad superior. En

usta 'etapa se dice que la mdrula tiene dos poloﬁi 'las_vcdiulas
—pequenas que rudean al polo . anxmal R4 1d8s celulas vitelxnas m$5
olqunosas conglomaradas hacia al polo veqetat&vo (Fig. c
agrama >. Poca daspués,las células de 1a pared mas cercana al

ola ‘snlmal 99 tornan cada veg »néc‘ pequenas porque siguen

i 1Aiendnse mas rﬁpidamenta que. las cercanas a1 pD]D vngetativo.{

a cual esta parte de Ia bléstule ae adelqaza muchc y SENala’

lafpared de la: bléstula cerca deol

ﬁe invagina hac1a el embridn en dnsavrolla y se

revestinzento interno da ULE Lubo que llegaré a

E d:aqrama Yo Be eﬁte manerd.‘se origing




lustra-la formacién de las.
As en un’ enbrisn: de




el endodermo la segunds de las tres capas germinativas. Poco
tiempo después, algunas células pequeRas del tipo del pole
animal originan la tercera capa germinativa, &) mesoderino (zona
sombreada, Fig, F). En breve, el ectodermo y endodermo originan
la mayor parte del tejido epitelial, pero no del todo, puesto que
una parte proviene del mesodermo., Este dltimo originard a3 la
mayor parte del tejido conective (de uno de sus subtipos, del
tejido conectivo laxo, provienen los faibroblastos). Finalmente,
el tejido muscular derivae casi exclusivamente de mesodermo y algo
de  ectodermo vy, por dltimo, 'el tejido nervioso  deriva

exclusivamente de ectoderno (30),
1,5 FACTORES DE CRECIMIENTO

Los  mecanismos de . accidn de varios factores que. regulan el

. crecimiento |y difervenciacidn en células  eucaridticas  son

v.actuélmenie abjetos de amplios estudios, Ya anteriormente  se

‘._hébia demostrudo que los linfoc1tcs activados producen’ ciértas

 fsu§£énc1as bioldg;camente activas llamadas linfocinas (31), entre

1aé_qhe ae encuentren sl factor 1nhxb1dor de la mxgracaon de. los

leﬁéobgtbs: (LIF). ' factores quimxotéctlcus (CTX), - factores

Posteriormente. sg'

nd ctar de macrofagog y granulocitos (MBI)._

sustancxaﬂ . bioloq1camente actxvas' slnn tambxew
y5 élulas ep1teliales, por lo cual Cohen en. 1977
c:tocxnaa para tndo aquel factar _céﬁ

ucido por cualquxer tipo do celula (3").

méréﬁ!m?s <u1F>. ei”faczor inhibidor de 1a migracidn. de -

‘; a la prallferacién da linFocxtos (1nterleuc1na-°) ¥ el‘ ;




Actualmente, se conoce una gran cantidad de citocinas y se
sabe que poseen una amplia wmultiplicidad en sus funciones
bioldgicas} lo wismo participan en 1» motilidad celular, que en
al crecimiento, la diferenciacidn vy en las reacciones
inmunitarias asociadas con procesos infecciosos y enfermedades

inflamatorias.,
1¢6 FACTOR INDUCTOR DE LA FORMACION DE MACROFAGOS Y GRANULDCITOS.

£l MGI inductor fisioldgico de la proliferacicn 4
diferenciacidn de macrdfagos y granulocitos (por sus siglas en
inqlés Macrophage end Granulocyte Inducer) es una citocing de

- particular intdres, Estinuls ls proliferacidn y diferenciacidn
'dg» precursabea hematopoydticos a la formacidn de macrdfagos vy

’gfénulocjtos-tanto en el humano {(33) como en el raton (34,35,34),

TSe‘éabe; que el MGI es una proteina que exhibe una heterggeneidad

mblecular y funcional y que puede ser producxdo y gecretado tanto
@r célulaa normales (37)  como por mal:gnas (38)s Su peso

,olecular es- muY haterogéneo pero pavece que todos derivan de una

la presencia de carbahldratos no es necesaria para ‘84

-gcti 1dad b;oloqica (42). hsimismo, se sabe que la producc16n de

algunaa celulas que la producen conat:tutivamente

44 47;49!42)

-negativos d a prnduccidn de este factor (31) RE $-1-} cvee que agta

bulocitos in. v;vg’(dv).

.'eda ser modulada gor dxversos compuastos (43 44) LY

fPor otro: lado, 1] canocen algunos requladores.

10

unidad bésica de 2J 000 daltones (39.40,41). ﬁdeads se sabe, que

toa inductores tambien pueden [-1:1 % qlicaprateinas aunque pareceﬁ

lécula puede ser un: regulador de la produccion de macrofagos ’f}*;ﬂ~i5




transformada es activada a proliferar tambiédn produce este factor
(61,62, For lo anterior, suponemos dque puede existir una
relacidn muy finie entre proliferscidn celular y 1a produccidn
del inductor»de macrofagos vy granulocitos (MGI), Es por ello, que
en el presente trabajo se utilizaron fibroblastos de pulmdn v
células epiteliales de rifdn de ratdn para evaluar si  eniste
a#lguna relacidn entre 1a produccidn de este factor y el ndmero de
divisiones celulares efectuadas in vitro por estos tipos
celulares,

' Finalmente, pars explicar la elevada heterogeneidad molecularn

" del ﬁGI, se podria suponer que existe uno para cads situacidn

:'.gbdg estirpé celular ¥ no para cada situpcidn fisioldgica, dabido

Vorqanisno. €s por ello, que la d1tina parte de este trabajo se

ienfocé a datarm:nar el peso-malecular del ~ HBI - produéidu por

*m&‘iﬁéé, para compararlos con otros HGIs produc!dos 19 xjgn e in

T

- un"

'posible circuito calular de3

12

_fisioldgics in yive, Sin embargo, creemos gque existe un MGI pars
;aVQue esto dltimo estaria en contrs de 1s economia energé{ica del
,?ibrablastov de . pulmonp celulas epitelia&es de rifidn, macrdfagas ‘
. TindugidDS' a{ la c&vidad per:toneal 4 cdlulas de médulu dsen:

orr bovar de esta manera 53 exiqte 0 .o dichavf

””fAcélulas epitelialas, Pibroblastos y‘:"i5
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11 MATERIAL Y HETODOD

RATONES

Se wusaron ratones de 46-B semanas de adad de ambos sexos de la
cepé .CD=1 como donadores de células de médula dsea, de
fibroblastos de pulmdn y de células epiteliales de riNdn

. raspectivamente.

.. CONDICIONES DE CULTIVO

Las células de medula dsea fueron cultivedas en medio minimo

: ~‘eéencia1 " de Eaglé (ME) ’(Hicrolabv © México) (Apendice 1)y
': ﬁuplamentado can 1ox de suero de cabello {Microlab, Méx{cq)t
‘ffpraviamenbe desactxvadn k) 56°C durante medis hora, mientrés 'que

élulas epitellales se cultivaron en Forma '

‘ilos fihroblatos Y. laa

vnélogg;pgro.con 10%:de suero fetal de bvvzno (chralab: Mew;co).

ise n»ntuviaron @ un - on de dioxido de

rbnno ‘en la atmdsfeva,; a 37“c y huaedad saturante a punta de‘f

HE, | 190 mcq/ml daj*”

utinaria se adictono al

';a] formaczdn de_f .

Detroit' usa> v ME

stos ensavos se util'zaron”cadas d'



cultivo de tejidos de 460 % 15 mm (Pyrex, USA) (5 ml)} para les
pruebas en medio liquido se utilizaron cajas petri de pldstico 14
desechebles (Crive, Durango Vela S.A. HMdxico) (5 ml) y para la
obtencidn de los diferentes medios condicionados empleados en

este trabasjo se emplearon cajss de cultivo de tejidos de plistico

40 x 15 mm (Costar, USA) (5 ml).,
CELULAS

Los animales siempre fueron sacrificados mediante dislocacidn
“médulo-encefdlics. Fara 1a obtencidn de células de médula dsea se
utilizd una solucidn salina smortiguadora de  fosfatos (SAF)
-tﬁﬁendica 2) pars desalojar el tejido medular de cads fémur, Esto

»;kp"consige al hecer fluir SAF con una jeringa de un oxtresto =

""otro del fémur, Las cédlulas as{ obtenidas fueran lavedas 3 veces

:con SAF por centrifugacidn (500g dursnte .3 min), desechandose el

'~fsbhnenadantev para finalnente resuspendarlaa en ME con 10X 'de,

f73u6r6 de caballo, Los. cultivoa se mantienen por un perindo de 4

d!iﬁ};éaré‘-ias pruehas~en 1iquido Y. 7 d(as para los enssvaﬁ pn:"
v vParé (eada. exparimentn se utilizo un 1o§e def'céiUI&u‘

~veniente de"arias nnimalﬁs.v

Psra la abtoncidn da ?ibroblastaa dn pulndn y do células.ﬂ

'liales de riﬂon se hunede:e 18 piel n' alchol al 7oz~v~"

incisidn v se extirpa el orqnno ',utilizandoj;jf

Para Fihroblastos. se hace una 1nuisi6n ventrnl

':“e extirpa los pulnoneq._ Poateriuruante' el

Wﬁ . cortado

Qoﬁi sumatidas"“‘




disgregacidn enzimdtica medisnte sgitacidn continua en’ parrillsl5

ragnética, en un bafo de agua a3 37°C, en presencia de colagenassa ~
(tipo IV, Sigmas Chemical, Missouri, USA) a una concentracidn de
0.05% en SAF, Fosteriormente, se retira la solucidn enzimatica y
se agregs colagenasas fresca s la misma concentracidn, se agita
nuevanente 2 la misms temperaturs por 10 min. Todo el contenido,
se pasa a través de un filtro de nylon para eliminar el tejido no
disgregado, las células ssi colectadas se colocan en un bafic de
hielo por 5 min, para desactiver 8 13 enzima, se centrifugs esta
solucion y se siembra con ME supiementado con suero fetal de
bovino (SFB) 81 10% durante 5 dias.

Para la obtencidn de las cdlulas spitelisles de rifdn se. hacen
dos 1hgiaiones dorso-latersles, se cortan los rifiones y s
coioéan en cajas petri con SAF 8 37 C quitandoles la corteza, Se
haten miltiples cortes lo més»bequeﬁo posible tratando de no

: dosqarrar, tado el materado se rasuspende en 10 @l de SAF v se

k zpasu a8 'un makraz Erlenmeyar aqregando 50 ml de tripsina (Siqa6 

; Chamical; Miisouri’, UgA) a8} 0,25% en SAF, Se aqits on forma -

’.;uodernda utilzzando parrilla naqnétxca durante 10 min en- un bauok

de aduu a 37°c, ET) 'ret:ra el sobrenadante cof .una pxpeta para -

”’liminar celulas sanguineas y Be agrega nueva solucian enziuatxca‘.‘
du ‘nte 45 min.' Posteriormente, se pasa el contenido 3. travd@ dei“
un ?i}trp_~ nylon con 1a Finalidad de seperar él tedido‘

‘ \ El tubo so cubre v sn deja reposar a 0°C duranta 5?

inducxdos afria cavidad

obtencidn

da nacrdfagus

pgri&qngai{ se ”nyecta intraperitonealmente 3 ml de caseinaoo da‘




sodic (Difco Labs., Hichigan, USA) al 104 en SAF, Cuatro dias

despuds, se sacrifica el ratdn ¥ se hace una incisidn en el]6
shdomen sin dafar el peritoneo, los células de 1a coavidad
peritoneal se obtienen, &l inyectsr 10 ml de SAF y extraer astoe
volumen, esta operscidn se repite dos veces mds, pero inyeciando
ahora 5 ml de SAF, Una vez obtenidas, las células se colocan en
un tubo que hs sido prevismente mantenido a temperatura de
refrigerador (4° C) para evitar que las células fagociticas se
adhieran al pléstico. Posteriormente, 1las cdlulas se 1lavan 3
vaces con SAF mediante centrifugscidn a 500 g par 3 min. En
general se siembran & x 10*célulss en HE suplementado con 10X de
de suero de caballo, se ospera dursnte § hr y se eliminsg a8 las
~céiulas no adherentes al eliminar ei sobrensdonte de las cajas de

. cultivo.  Se agregs nuevo ME con suero de caballo sl 102 b4 ﬁgf
mantienen los cultives por 4 diss,

'El procedimiento para la obtencidn de macrdfagos residentes de

Y- caQidéd peritoneal es el siguighte! primeramehte se sacrifice

'31 ratdn ¥  se hace ung incisidn en el abdomen sin dafar el

‘peritoneo. pasteriornente se inyactan 10 ml de ShF pars extraer 8 .
gliﬁgicalulasr lo cual se consigue a8l remover este volusmen de ‘1a=
'tavidad peritoneax., Sa reptte esta operacidn dos veceﬁ més. pero
utilizando: ahara 5. ml de. SﬂF. Las célulns asf obtenidas so

: en un tubo que praviament- se ha lantanido 8 4° C (paf&k

1a adharencxa de las células Paqocfbicas ,al pldht!co)vr

5ev -.f '
e

. ‘ncuban 3 37 C y se espera 1 hr para eliminar 8 153, 

3 no'sdherentes 81 retzrar el sobrenadanta de la caJa “de

nuevo HE suplementado con 10% de suero Uef




cabalio y 100 microlitros (mcl) de una solucidn de I microgramo
(mcg) xml de iipopolisecaridos de paredes bacterianss en SAF y sall

incuban por 4 dfas a 37°C.% -
HERIOS CONDICIONADOS

Los médios condicionados utilizados como controles positivos
eﬁ este trabajo se obtuvieron ol colecter el medio de cultivo
cohdicionado por & dias, de cultivos tanto de fibrobsstos como de
células epiteliales @n 1o vesiembra uno (R1),

Pbr a4  parte, los wadzos condicionsdos tanto por macrdfagos

'1hduéidon a la cavidad peritonesl como los condicionados por
: :célolal',de-gédula dses en presencis de medio condicionado por
b"’?tbiabllstoa (6 dfa§ Ri)y se ohtuvﬂeron.al éu;tivar nacrd?agos'v.

.célulag de médula dsea por 5 dias en presencia de 2 ml de medio

‘condzcionndo por Pibrublnsﬁus y colectar despuds de este
‘ ‘plr!odo el medio de cultzvo.' .

"El madio condicianado por macrofnqos residentes de la cavidad
pnrito eal sa obtuvo daspués de cultivar por 4 d!an uacrdfaqou

100 m:l de ‘una solucion de, b ,mcq X ml, de’ _~~-Li

sa‘guardarqh'p‘ -0

3dos capas da aqar.

;,ﬁﬁél rlnera ;apqﬁ

al -




0.6% en donde se adiciona el medio condicionado a ser evaluado vy
una segunds 3l 0.3% con aproximsdamente 0.5 x 10 cédlulas de
médula &sea:. Despuds de 7 diss de incubacion, todas 1lss
agrupaciones celulares <(colonias) de nmds de 20 cdlulns se
contaron usendo wun microscopio invertido,

"Pars las pruebas en medio l{quido se sembraron 8 » 10*cdlulas
de médula dsea vy hesppés de A4 diss de cultivon, 1las célulss se
‘retiraron del sustrato despuds de lavar con SAF a 37°C vy
réndverlaa utilizsndo un gendarme, En los conteos se utilizd
‘homocitdmetro y contadores digitsles (Ambos de Clay?hdams, New

YorK USA},
TECNICA BIOGUINICA

Parav 1a determinacidn de los pesos moleculares repartadds en

T este trabaJc, se utilizd 1a técnica de cromatograf{s de cxclusion-

]*molﬂcular (fiitracidn en gel). 8¢ empleo Sephadex 6-100  (Bigme

w;Chsnxcal 00. ﬂissouri usAy como matrix y Trxs - HCL (pH. 744) comn

f‘osea se les hizd cromatagra?{a por‘ separadb. rutilizando

1, ,,e m:n y trasf rrma (PM-‘ 79 000 d), :

'eluygnto. ; Dos ml da los medios condzcionadou por células ‘

i(éiéiés,: fibroblastos. macréfagos inducidns y celulan‘ de

'y olumna de 90 x 2.5 cm (Pharmac:a f:ne chemical, 8ueden). 8¢
¥ 100 ’frauciunes de 4 5 nl ‘en cada caso Y pars 1994:‘

'(tanto en agar como en lxquido) ﬁe utilizaron"‘

‘el volumen dao

oédﬁibﬁhina:‘.4u



curva patrdn de calibracidn (Fig. 8b)., E1 perfil de elucidn de

proteinas fud siempre leido & 280 nm. ' 19
VARIOS

Todas las sustancias bioqufmicas provinieron de Sigms Chemical

Cé. Missouri USA, » menos que ge especifique otro origen, Tados

las prﬁebas ase realizardn por duplicado, en dos ensavos indepen-

‘dientes‘ de experimentos diferentes, $Se incluyerocn controles

nédativos (sin inductor) y positivas (con inductor) en todogs los-

experimentos.




‘ III RESULTALOS 20

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OFTINA DE LOS HEDIOS
CONDICIONADOS PARA LA INDUCCION A LA PROLIFERACION DE CELULAS DE
MEDULA OSEA.

Con 12 finalidad de determinar la concentracidn dptiime pos;ble
productoras de un efecto proliferative en precursores mieloides de
qranuioéitos y macrdfogos, se utilizaron medius que  Fueron

. ‘condicionados (MC) durante 6 dias por cdlulas de cultive en Ri

. tanto de fibroblastos como de cdlulaes epiteliales. Al utilizar

12, 25, S0, 100, 200, 500 y 1000 microlitros (mcl) de estos

, yédios para inducir » la proliferacidn & células de médula Oses
t;hio pars lés pruebds en agar como en lfquido. se obtuwd qué-‘

;_pynqua pequefa, desde ~los 12 mcl  hsbia induccidn 8. 1a

v;gtdliferacidn (Figs 1 ). Sin embargo @l mdximo de sctividad ~se

ﬁﬁﬁéctd ‘a los 500 mel,  va 2l que utilizar 1 ml ls sctividad era.

IBROBLASTOS CU”O DE CELULAB EPITELIALES.

la pobla on celular era més hom6genea que en los cultivos'fyi

"nz»acxou ue LA cruarzcn DE pnouucc:on DE HeT Tnnvo n {;vk
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S .. Fig. 1 -Determinacidn de 1a concentracibn Gptima 0.5 nl )
. ) ) ;del MC por Fibroblastos en cultivo primario, Pa UOLHMEH (H{:l)
S ‘' ra produdir una proliferacién mxima en medio O :
' 1fquido de 8x106 cElulas de mduia Bson y 7%102

Y .-'colonlas on agar,

s I
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1508,
1258/
- 1a08]

758

- 258

Fibroblastos

- Fig ‘2 Proliferacién in vitro de un nimero inicial de 230

.7 las Bpiteliales:, (0) ‘Despios de ‘alcanzar. el estado
i de ‘saturacidn’ hay \m aumcn\:o celular producido por
e lxcp—ws R

T’ TR T
TIEMPO (dias)

-y -240x103 Fibyoblastos {0); y 100 y 150x103 Célu-



condicionados (MC) & los 1,4,8,12,14 y 16 dias, andlogsmente se 23

sembraron 1.5:10° cdlulas epiteliales y se colectaron los HMC, a
los 1,498y114%4 y 17 dias, como fuente de MGI. Aunque en los
ensayos efectuados en agar can el MC por 1 dia, se detectd una
actividad de MBI, esta fué muy pequeRka, vy no fud sino hasta
cuando se ensayd el MC por 4 diass cuando se detectd una induccion
mas significativa, ests induccidn aumento linealmente hasta el MC
‘ del dia 14, wmanteniendose seme,jante cuando se utilizaron los MC
dq 16 v 17 diss (Fig. 3 y 4). For otro lado es interesante hacer
no&ar que fud Jjustamente en los dfas 12 y 14 cuando los
fibroblastos y las células epiteliales respectivamente; 1llegaron
“a-saturacidn, k
Por otyo lsdo, paras evalqar el ndmero de divisiones celulares
necesarias paré la produccidn suficiente de MBI pars inducir la
'.QOiaaqi6n de .una colopiz in vitro, se utidizd 1la fdrmula
H‘Nﬁéélénc/ﬁde(exp(kt)-i)/n' (Tabls " 1)y  Se encontrd . quéf'era

. _:‘_"necnsaria nds del doble de divisiones de fibroblastos (5143) para

39#), cual indica que una célula epatel;al es cnpaz de
qenerar aproximadamente ,el doble de MGI que ] fibroblastu.

', encuntramos qua mientras los cultivos se acercan mds 8 la

w',;lnnia aumenta considerablemente (3717 PBra C51“1““~:

: Y 9507 para Fibroblaetos).»

determinado que tanto los

‘,producir 1a mlsma cantidsd de HBI que el de Celulas epxteliaies‘ L

“f él numero de div:sianes celulares necesarias para‘:‘ Sl

rlbroblastosb”if
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E:.q 3 Cmetica de produccidn de MGI. por Fibroblastos (1,4,8,12,14,16 dias) Tlﬁﬁ?{} ';_}m{‘éi,))
. ‘y.liberacién del factor {3,6,9 hrs) después da.la adicidn de MC@-LPS
(W), Para el .ensayo de 1nducc16n & la proliferacién 'y fom\acién de =
. “lcolonfas ‘de células de midula Gsea en medios liquidos y agar, se sem="
s brat(m 8x106 células/cuja ¥ 0.52106 c8lulas/caja respeccivamunte
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Fig. 4

MCg-LPS {\N.
" eibn de:colonias.dd c8lulas de médula oaea en medios 1iquides 'y agar,
-l aembrnxon 8x106 calulns/caja y 0. 5x10 calulas/cuja respectivamente.

cinética de produccién de MGT por Células Epiteliales (1,4,8,11,14,17
dias). y liberacién del factor (3,6,9,12 hrs) después de la adicidn de
Para el ensayo de. induccién a la proliferacidn y. forma--
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. MCFp- = Medio Condicionado por Fibroblastos de Pulmén.
. A = Nimero'de Colonias Inducidas.
- MCCEr “="Medio' Condieionado por C8lulas Epiteliales da Rifién.
e L Dele D;viaiones celulares Totales x 103,
NDcol . Nunax:o de’ Diva.siones Celulareq para inducir la formaci&n de
PR . una Colonia in vitro "




como las células epitelisles eran capaces de producir un inductor 2

de proliferacién de macrdfasgos, se procedid a corroborar 1a
observacidn de que, por su parte, los macrdfagos son capaces de
inducir a 1a proliferacidn de éste tipo de células. Pars ello, se
Qtilizaron lipopolisacérldos (LPS) que tienen ls propiedad de
estimular en generaly 1a funcidn secretora de los mecrdfagos,
por lo cusl se agregd LPS 3 una concentracidn final de 1 mcg/ml
a8 monocapas de macrdfagos residentes de 1a cavidad peritoneal. El
MC producido por ellos (MCOR-LPS) en 4 dias se agregd en un 402 a

.. tultivos gsaturados de fibroblastos v célulds epiteliales pars
évaluér el nimero de células 5 dias despuds. Asimismo, se reslizd
<uné’”&oiecta de MCs a 1ss 3,6,9412,33 y 124 hvs con la finalidad
,de%deteruinar posteriormente, =i existia una nuevas libéia&idn de
»ﬂGI: por partggéstos. Observomos un incremente en el ndmero  de <570
?ibroblastos (20%) como de células epitelinles (25%) (Fiq; ’2),

. vrespecto al ‘nimerc de cdlulas ex:stentes al mumentn de aqregar el ..

\f'“-MCOR ~LPS. Para deterninar si este aumento era provocado por el

 ch0R PS o por ‘al hecho de haber agreqado nuevn medxo de cultivo,;

valuo en las mxsmas condlciones, cultivos EE los qua se ;1§5f'

ambio ei 402 de su medxo. Se encontrd que aunqua taubién pvovacdtr
aumento celular este Pué 51qniFicativamente “manor, él ”

'radn,con el MCOR-LPS (10 y 122).v

EL T!EHPD aue TARDA UNA LELULA EN INHIBICION PDR;, SR

CONTACTO-PARA" LIBERﬁR MGI ﬁL SER ESTlﬂULhDﬁ h PROLIFER&R., A

T;célula en anhxbzcxdn >b9r 'tdntéﬁtdf i‘V1

necedita de un pvoceso de v:ntesis de ‘navo de HGI, o"§i é5tg,ﬂ§v{'f



encuentra almacenado para su liberacidn, se pracedid a efectuar
una resiembra de fibroblastios a alta densidad (1%10*) y colectar
los MC a las 3, 6y 9y 12, 31 v 124 hrs, Se encontrd que no era
sino hasts cuando se utilizd el MC par é horas, tanto en cultivos
en liquido como en sgar de médula ésea, que se presentd una
iﬁduccidn a la proliferacidn celular, Esta induccidn se mantuvo
constante hasta cuando se utilizd el MC por 31 horas y no fué

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

28

auﬁento significativo de dichs actividad (Fig. 5). Dado que, se

5369 gue 13 !igg la méxima liberacidn de MBI ocurre 3 las 3 .hrs
.déspués de un reto endotdxico vy en nuestros resultados no  se
-‘ébqun sano hoste las 6 hrs supusimaﬁ que este retardo in vitro
 @¢¢1@¢9 ser debida a1 tiempo que tardan las células en
fecupérarsé del daﬁo enzimdtico v de adherirse nuevamente al

'“‘3sus$rabo de cultxvo, es por ello; que se evalud la actividad de

les HC culectados cdando,se indujp a prolifepar  a8

rme eciendo

mportantemente con el do 124 hrs (Fig.

ueqofauuehtbﬁ

DETERMINACION < DEL ' MOI

a5 células provenientes de cultivos

fibroblastos mediante- MCOR—LP§.‘ Enrontramds ~una impartanteé?“v,i
inducctu"a‘la proliferacién adn desde cuanda se empleo el MC por o i
VY;aninduccidh se xncremantd con el de’ 9 hrs en un 50X,
';ongtente hasta cuando se utxlx“d el de 31 hrs.t ”

: 3 vf i

‘:NrﬁééquLhﬂipE"csLuth'fsPITEL;ﬁLEs-;énf;‘:\



108, - 18

A8 o — - 1 g
@ i k g ‘25 's,

qu 5 beetacion dc MGI pox: Fibroblastos en R2 después de resembrarlos
a alta densidad’ (1x10% células): ‘La liberacidn ocurre a las 6-9
hzs 'y hay un aumento’ postarior de MGI (124 hrs) deb&do a nuevas

 ? : ”dxvislones cclulateu efectuadas in vitro. _ TIEHPO (}m!\as)




confluentes son capaces de secretar HGI antes de 3 horas de haber
sido estimuladas & proliferar, se procedid a determipar la
presencia de MGI intracelular en cultivos confluentes en reposo.
Para ello; se lisaron en 1.8 ml de HNE, 110"  células
epiteliales de un cultivo en inhibicidn por contacto, mediante 2
periddos de congelacidn—descongelacidn en nitrdgeno 1iquido,
seguido de 30 seg de agitacidn vigorosa en vortesx, despuds de lo
cual se congels la muestra asi obtenida 3 -20°C hasta su uso.  Se
emplearon alicuotaes de 200 y 500 mcl en los cultivos en agar vy
400 mcl para los cultivos en medios liquidos. Encontramos
‘activided dinductors @ la formacidn de colonias en +todos los
1isados, 81 wusar 200 mcl se obtuvieron 2 colonies/10° células

mientras que 4 colonias/10® células para cuando se utilizaron 500

30

mel. En medio l{quido, en los cultivos con lisado se obtuvo una

poblacidn de 3.7 x 10'célulss en comparacidn de sdlo 2.8 ¥ 1Q°‘en

~los cultivos control. Es interesante hacer notar que el resultado

fobtenxdo en medicﬁ liquidos, fué muy semejante  al ‘encontrado

Tﬂcuanda sa utiltzd 91 MC durante 3 hrs despuds de 13 estluulacxdﬁ,

mencionar que chando ut;lizamos el lxsado proveniente del cultivo

st 5egunda inhib;cidn por contacto tenxan ixlo célula

INHUCCION» A Lh SECRELXON ﬂh HGI

'lnnuc1nos,

IDE| TES E

'»iéq mismas condlLtones de cultxvo. Fxnalmpnte vale la pena‘

MEUIﬂNTE EL MEBIO CDNDICION&DO -PORV

a la proliferacién de’ células on saturacién en un plato mantenido .

V'dlas después de adic:onsr el MCOR. se obtuvieron' 27[  '

;:,‘células ¥ J.6 x 10 células. Las células apitelxalesiiz*,'

POR- NACRUFAGOS PERITOMEhLES{i7““1
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Tomando  en consideracion que los fibroblasteos  al ser
estimulados a proliferar secretaban un MC rico en MGI, se
procedid @ activar a macrdfagos peritoneales medianie este HC
para determinar si eran capaces de secretar nuevo MGI. Para ello,
se agregé un 40% de medio condicionado por fibroblastos (MCF) (6
dlas, R1) a monocapas de macrdéfages, tanto inducidos como
residentes por espacio de 9 dias, Aunque estos medios registraron
una actividad formadara de colonias mayor que el negativo vy que
los controles de macrdfagos sin HéF, ¢5t3 no fue mayor que 1la
encontrada en los cultivos en laos cusles se utilizd HMCF, En
consecuencia, no se pudo determinar si el MCF indujo a 1la
formacidn de MGI de macrdfsqo. por tanto se creyd conveniente'el
realizar una cromatografia por peso molecular para determinar si

aparte del MGI de fibrublastos exist{s tambidn uno de macrdfagas,

‘ DETERMINACION DEL PESD MOLECULAR DEL MG ©DE FIBROBLASTOS, DE
'lnichLULﬁS EPITELIﬁLEb-, DE MhCHOFﬂGOS PERITONEALES INUUCIDOS Y  DE

: fvcswms e nznum USE,

uﬁa: vez. establecido que una celula al seﬁ’ estimulada 3"

-‘Droliferar produce HGIv y-con 1a fina}idad de determinar Ji caddf

celui‘r produce un solo tipo de este factor, _se procedio_
pesos moleculares del HBI prnven1ente tanto de;’” 8

omo de fibroblastos-, For otro lada.- para

al ¢qer estimuladada g

HGI é; obtuv1eron 165,

tanta de macvmfagnr inducxdos a 13: cdvidadﬁ



cocultivados con MCF. It'os mililitros de cada WMC fueron
'crgmatoqrafzados por tamizado molecular en una columna de 2.8 x
90 c¢m utilizando como eluyente Tris-HCl, pH 7.4 a 4°C en Sephadex
G 100 como matriz, colectdndose 100 fracciones de 4.5 ml, Pare
los  ensavos b;oldgicos, se usaron alicuotas de 0.5 ml de cads
fraccidn tanto para la tdcnica de bicspa en agar como para la de
Rbhgliferacidn de célulos de mddula dsea en 1iquido.

ff,kLOS‘picos de actividad correspondientes al log diferentes MGIg

fueron de 72,000 daltones para fihroblastos (Fig. &), 21,000 para

“edlilas epiteliales (Fig. 7), 72,000 60,000 y 35,000 para WC por

filrmathéfagos inducidos.(Fiq. 8 ayb)y 72,000 47,000 y’21p0000
”?fpéréf‘el HC por células de mddula dsea (Fig, 9). Nuestros
“vesultsdos indican que ol MO de Fibroblastos es diferente sl de
Lfﬁglhlas 'opitéliales Y qué al inducir a macrdéfagos B proliFer#b

fpféﬁpéen' 8 sy vez un MBI diferénpe'al del inductor, Finaldaniep

_ié:én;bngrdqué_al gstihular>éélu195'de~nédu1a daea a pro}i?érar¢

32
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O‘ Fig. 7 _Perfil de elucidn de proteinas y MGI del MC por Células Fpiteliales. L 14l
(, . La grifiva reveéla un pica miximo de actividad que corresponde tanto UOL!E“F‘N I‘E EL‘! OH 'l
Lo las: determinaciones en medio liquido (§) como en. agar (@) con un .

1peso molecular de 21 000 daltones.
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IV PI1S8SCUSION

El inductor de macriofagos y grapulocitos (MBI), o factor de
fnfmacidn de colonias (CSF)y es un factor ampliamente estudiado
entre los que requlan 1a produccidn de células blances en el
ofganismo. En  este tvabajoy presentomos evidencias de que el
fendmeno de proliferacién celular va {ntimamente ligado a la
produccidn de MGI, puesto que siempre que exist{s una divisidn
celular se detectabs secrecidn de MBI en el medio do cuitivo,

‘Hasta ahora, otras investigasciones habian srrojado un panorams
muy Heterogéneo,en cusnto sl tipo de céluls que produce HGI, pucs

. se ‘en:nntré qde algunas lineas celulares comp ciertos drganos

“pyoduceh este factor, mientras que otros no, En consecuencia, no
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ae ¢§éb£a con certeza que tipos de celulas y en que cond;ciones»

nfbfdducian HGI.‘ Nuestro trabajo pretende contribuir a asclsrecer

'je te punto al der datos qué indican que cualquier cdlula es capar

para demustrar la 'generalzdad ’”de

pruducir este factor. siempre y cuando L) encuentre - en o
o activa.- Creemos vpues, que la falla de alqunos\
'};?‘detectarv HGI fen  sus experiuentos. ’,ge‘ debio“t’
,Qhé? las células estudiadas no se’ encontraben on-
Es"ﬂ_evidente que; mfs tipos de celulas se tendrén :
nuestrus7i
liness;‘~“:
d la lm Fecha ha dado un’ MBI, parece canFirmar,x

uestra’teoria.'Los resultadoe obtenidos; xndzcan que sinmpre que':"




exista una division celular en @) arganismo, debe de haber uns
produccidn de macrdfagos y granulocitos a travds de la
participscidn del MBI, Creemos que esta suposicidn es ldgica,
pugs nuevas cdlulas sanguineas deben de ester presentes al
formarse nuevo tejido, para que de esta manera todo el organismo
funcione adecuadamente, Como en el organismo se encuentran tanto
cdlulas epitelisles, como senguiness en proliferascion abundante y
continua, suponenos gque se debe de producir una cantidad

permanente de MBI, 12 cusl seris responsable de 1a constante

praduccién de macrdfagos ¥ granulocitos asegurando asi, un

sigtema de vigileancis contra cuerpoé Xt rafios .

Cuando un organismo es expuesto 3 la invasidn de ant{qencs qug
han logrado 1librar la barrera epitelial por alguna lesidn de
¢gsfo  tisulaer, el primer tejido en responder es el epitelio el

cuul se divide para reganersT el daNoy trayendo en consecuencig

‘v:‘actuarian produciendo una mayor caniidad de este factor,  Esta

*qproduccion de NGI traarn como consecuencis 1a 'prnducciﬁn-'de

1; nolecula producids por epitelio as uucho mas pequnﬁa.

nnde y menas e uctiva., Pensamos que evolutivaaente,

por apttoliop: qu

Vunat.produccclén de MGI, Si ol daRo tisular involucra capas mds

conbatxr a ”iqs* :uarpos extrnﬁos. Hemos encnntrado.f ‘que las‘

pera de

tuar{a casi inaediatamente. pues es la p1917
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ihternas y hosta drganos, los fibrobletos de meners . similav

fnutvon loucocitos que. acudiran al luqar de 1 ¥-] 1n€i1tracicn para:

‘cu'as de HBI de uno y otro tipo celular son_de PN distintossﬁ S

elt':‘




~

el organo que estd mas expuesto al medio ambiente, y otra

molécula mds pesada y menos ofective, producida por fibroblatos

no siempre expuestus sl medio smbiente. GSospechasmos también que
una célula epitelial produce mds MNGI que una célula
fibrobldstica, pues 1ls primers tiene mds volumen celular y la
worfologia en cultivo in vitro es de laminass mientras gue los
fibroblastos tienden & formoar fibras y o unirse en delqadas o
finas formaciones: tendiendo las celulas a contener mis
prote{nés.

El hecho, de que disminuyd 1a produccidn de MGl al =acercarse
tanto los cultivos de fibroblastos vy «cdlulas epiteliszles 2

gsaturacidn . (inhibicidn por contacto) (Fig. 3y 4) indicas

probablemente que una informacidn de sociedad de cdlulas fud

transmitide pars dejar de producirlo. Podemos explicarnos aste

'Eélentan&o' en la produccién de MGI cuando lzs cdlulas llegan Va
la confluencia, en base a nuestra ides de que sdlo las cdlulas en
, proliferacién formen noldcylas de MGI,

"En, nuastrns reﬁultados. encontramos que cuando las céliulas

ruliferacidn quardarian una reserva da NGI dispuesta a ﬁer

'adﬂ en. casq neceaario(

ecurrir a un nugva;gciclq ‘de “proliferacidn celular  para

: llegaban -] éaturacldn mantienen en . su ,intarior una 'cierté‘

: 1cada celula. Es xnteresante deteruinar %i al HGI no secratadc por

Serza en cansecuenciay un siﬁtema de'

'tidad de NBI.' prob&bleu@nte producto de ls ﬂltima division de;_—f‘
esta. celulan un confluencia per-anace dentro de ellas aquurdandn L

omanto de libararlo, dado que esto implicarfa que la mavor{a”

cél'lav de nuestru arqanisma al encontrarse en un_ estado:’{

ua qua anaqurarxa una rap;da.requesta'géin“necesidad ~de =



garantizar una suficiente cantidad de este factor,

En este traba,jo, encontramos que e1 MGI intracelular puede 31

liberarse tanto sl resembrarse las celulss en inhibicidn por
contacte a ba,ja densidad para que proliferen nuevamente, como
cuando se cambia el medio de cultive por un medio nuevo solo, o
suplementado con un inductor a la proliferscion de fibroblastos o
de células epiteliales (FPF y FPE) (por sus siqlas en inglés,

~ Fibroblast FProliferation Factor y Ephitelium Proliferation
Factor, respectivamente) proveniente de medio condicionado (ME)
por ‘ macrdfagos residentes al sar estimylados con
_lipopo;isacéridoé de paredes bacterianas {(MCUOR-LPS), Crecmos que
- los mecanismos de accidn a la proliferacidn de las colulas, que
-~ se.ven pusstos on marcha ante estimulos externos como éstos, son
;lps’ que pcasion&h la liberacidn del HMGI almacenado, puesto que
detéctamos‘una liberacidn de este factor avlas 3 horas, el cusl
:r:lléq§p§ a un méximo a las 9 para mantenerse constante por abs de
:"265 ‘1o éua; no seris exﬁlicéble por una sintdsis protefnicé de
?":  novo (Fig. #,4'y*5i. Encontramos que 3l atilizar MCOR-LPS hab{a

una 1iberaéidnfslgniﬁiCativa,a Ias 3 horas, pero que’tusndo se

utilizd el métnae de rpsiembra no se presentaba sino hasta 135 )

utivizado psra despeqarlos del sustrato antes de ser

notar que

“in ere“ante hacer 31@5

que es Justanente el

'm'sx.

ff;l fibroblastos por el tratanianto

celulaﬂ";“

'respecto al de ;55'"5”“*

: Tambxan-]v L




es importante resaltary, que en los cultivos en presencia de MCOR-
LPS se encontrd una sequnda liberacidn de MGl a los 5 dfas de
cultivao, Siendo que para este tiempo vya habia una nuevs
proliferacién celular, consideramos que esta nueva liberacidn del
factor corresponde a una nueva sintésis resultante de un
proceso de divisidn celular, 12 !339 el suero de ratén presenta,
después de 3 hrs de un reto endotdxico, una gran concentracidn de
MGI; 1a pregunta es, si no puede sintetizarse una proteins en
menos de 3hrs dado que la fase § del ciclo celular tiene una

duracion de 5-6 hrs, comp es que el suero contiene tal

concentracidn de MGI?, €n consecuencia y en base =& nuestras

resultados, creemos que el MGl detectado proviene  de una
liberacién de este factor por células que fueron estimuladas s la
prol1feracion por la- endotoxxna‘

Uno ‘de los MGIs mds estudiados corresponde &l obtenido del

medio condicionado por pulmones de ratdn despuds de un reto con

,;daltones y hes sido purificads a heterngeneidad (57), 8i tomamos

Si tamamos camo cierto que una celula al- d1v1d1rse

celulas; sevxa muy'diffcil determxnar de- cual de

:enduthinas. Esta moldculs . tiene un peso solecular de 21,000

‘8 la prol:feracidn de alqun .txpo celular.x S1endo,

eu un orqanu compleJo el cu31' contiaﬂe gran:
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‘en consideractéh que. el medio condlcionado por pulmon neceaita de
mas de dos d{ag para la- medor cosecha de MGYy . entonces auponemosJV

;‘que'enta molécula no ey producto de almacenamxento, sino de nueva -

ntnnces el reto endotnxico debe de producxr 'bni,

la secrecxon de Pste Pactor. an embarqo, es de.

sperarse que el HGI provenga ya sea del macrd€ego alveola‘, 'due“




es la célula que primero entra en contacto con la endotoxinas, o
de otra célula que se encuentre en grandes cantidedes y que d943
manera indirecta sea inducids & proliferar por la pregencia de la
endotorina, Como va se hsa determinade que los macré?agos
alveolares activados con LFS no producen HMGI (63)y entonces
creemos que la interaccidn de un macrdfago con 1a endotoxina
produce factores capaces de sctivar le proliferacidn va sea de
fibroblastos, o de células epiteliales las cusles se encuentran
‘abundéntemente en el pulmén. El hecho de haber obtenido una
induccidn a 1a proliferacidn de fibroblastos y de cdlulas
ép?teliales 3l cultivarlos en presencis de MHCOR-LFS parece
:coﬁrdbbrar nuestra suposicidn (Fig.2), Ahora, siendo que el HGI
de‘]fsbroblaspos es de 70,000 daltones, era de espersrse que las

‘-tcélulaz epiteliales seén las que produzean un o MGI de 21,000

f»daltones, lo tual es confirmado por el peso smolecular obtenxdo en

este trabaJo -3 partzr del ﬂedio condicionado par células

'x.epxteliales.
: Nuestras resultados muesiran ‘que las célulss epiteliales :
;tienan  un tleapo de dohlaJa de 94 hr. que es liqeramenta nayor

17 obtenidn para el de los fibroblatas de 96 “hre ﬂdeués.,}

nuestros datos. tenewns que la producc;dn de HGI por‘ : .gl

fué la mitad del producido por células epitelialesf'

que

las células epiteliales A etan  3

Ific9?iV?m?ﬁv as grandés que las fibroblésticas.A‘su99hé66€iﬂ.‘“?



que ésta pudiese ser la razdn de la mayor produccidn de MGI.
Seria recomendable el determinar ya sea el volumen de estas
cdlulas, o la cantidad de proteinas totsles gque contienen, pata
corroborar 8i nuestra suposicidn es correcta, Por otro lado,
tomando @#n consideracidn que 1os pesos moleculares de los MGls de
fibroblastos y células epiteliales son distintos, podemos suponer
que 12 molécula de mayo; tamano, que es la correspondiente al
fibroblasto, sea producida en menor cantidad que 1la molécula
derivada de 1a célula epitelial la cual es, como veremos mas
adelante, mucho mis pequeNa., Adends, si tomamos en consideracidn
ﬁue las dos moléculas de MGI pueden tener distintas propiedades:
de activacidn en cdlulas de médula Gsea, entonces el encontrar
diferentes producciones de dstas, tendr{z una rezdn fisiocldgics
ads que de simple praporcién. le demostrarse esta dltima
ﬁupdsicién. apoyar{a La ides de que las propiedades
fls{coqufmicas de los MGIs dependen del tipo celular que los
 proaucen {45), . Por ‘Gltimo, mencionaremos que- sunque el.“ciﬁlo

: éelulaf de cada tipo de célula agty constituxdo de  las migmas

 €8$887‘ estas pueden tener diferente duracxén,' 1o cual nos_hér{a

‘xfpensar que la fase de sin#égis de HGI,es,mayor en  las ¢éiu;a§ -

ep,te;ieles-« que en lcsf Fibrobiastbé. 'Evidénteméntéf estddius
atallados de cinética celular tendran que ser eFectuados para L
d ucidar este puntu. '

te endmeno de presentaree tamb;en in vivo, impiicarié que“i’n)”

telio prcduce mas nsx

que el te}ldo que cuntxena, -7

el organismof”



molécula. Evidentemente, seris recomendable determinar los
niveles de MBI de tipo epitelial en el torrente sanguineo pars
corroborar nuestra hipdtesis. Fisioldgicamente, podrismos pensar
que el MGI resultante de la divisidn de células epitelisles en
condiciones normales, podria ser el que asegure 1a presencia
continus de macrdéfagos y granulocitos para el sistema de
vigilancia contra cuerpos exiraNos existente pormalmente en el
organismo, hdemés. como el epitelio representa la primers 1inea
de defensa contra cuerpos extralos, una lesidn en eéste al
Coprodugir  un3 mayor prolifaracién de células epiteliales, daria
come resultado una mayor cantidad de MGI, lo cual repercutiris en
unaA_mayor produccidn de célulss inmunocompetentes que migrarisn
-éi ‘lugar de 1» lesidn. Aungue, en la literatura cientifica se
jgncuentra ung gran heterogeneidad respecto a los pPABOs
l@pléculqres del MBI, se ha llegado ha suponer que los PH de todos
; estos‘ dopenden de ~una unidad monomdrica de 23 000 daltones
@,(39,40 41),. Sin embargo, asta suposicidn  no tiene ' gran

,:':oceptacxdn. puus s han encontrado MGIs de tamsNos mucho Wenores .

’ 95‘ que bxolog;camente no es eaplicable que nxistan dos o
EMGIs da dxfarentss caracteristicas para producir gl n;smbr
fecto hematopoyético. Na es logico penser que 56 gasié tbhié
‘enerqfa- én 1a Fabricacldn de difereutes moléculas de pratefna

un mismo f:n. Més bien. creemos que al urqanxsmo contiene”'

8 clficaﬁ.‘ de tal manera que cada tipo celular fabri:a

Y Es evidente, que estudios ués detalladus de las -

ccion dal HGI producado por daatintas estirpes

: tendran que ‘sar efectuados para poder acgptar ;esta"

”abundente variedad de MGI,: log cualeq tianen funciones auyl_‘f




d1time hip&tesis. Pajo la suposicidn de que una célula en
proliferacioh produce MGI, entonces las células hematopoydticas
ser{an las Qnicas con la propiedad de producir un segundo tipo de
MBI, 8l ser inducidas a proliferar por un primer MBI, Nuestro
trabajo parece apoyar este punto, pues al evaluar los pesos
maleculares de los MBI existentes en los MC por células de médula
deea activedas con MGI de fibroblastos, encontramos aparie del
factor de 72 000 daltones dal fibroblasto, otras dos moléculas de
47 000 ¥y 21 000 deltones (Fig., 6 y 9). Creemos, que la sparicidn
de estos nuevog HGIs ‘provienen de las cdlulas que fueron
estimulados @ prolifevar. Como ya'se ha reportado que el MGI de

k lai'i{nea mscrdfago monocito ee de 45 000 daltones (41),
Qﬁp&nemoﬁ que es el precursor de los monocitos en la sddula dsea
‘;i‘elijue produjo el MBI da 47 000 daltonas, por. otro lédo la

"*pbqueﬁa componente de 21 000 dsltones creomos que proviene  del

'_thldo epitelial que normalmente osts presente en los cultivos de
“uéduln duen,. Y que cono demnstramos en este trabsjo pyoduce un
'eso malecular‘pafécido.” ' _

De iqual nanara. al estimular 3 1a prnlifevac:on a macrdfagos
cidoa a: la cavidad peritoneal mediante HGI de - fibroblastoa,
ncontruuos nuevos HGI en los MC de eataﬁ células (Fig. Qa ¥
o

olnnias an sqar v de cultivcs en modios lfquidos no corresponden
' cansideramos que- nuevos experinantoa tendrén que ser
'efectnndps para podur asociar un peso molecular definido a egtos'

parte de eata discrapancia encuntrada entre~ las ‘dos

d_nicas R 'valuacicn de la kprol1€ﬁvacion utilxzadas a 1o larqo‘,

.dev_sto trabaJa. hpor 10 qeneval, los HQI_detectados medxante la

_como los reaultados obtenidos aediante 1a técnica de



técnics de colonias en agar fueron los mismos que los de
proliferacidn dé células de mddula dsea en medios liquidos.
Para una mayor confiabilidad en los resultados que ae realicen
sobre este tema en el futuro, se recomendaria que se utilicen en
forma complementaria estas dos tdcnicas, pues la que utiliza
medios 1{quidos es nds rdpida vy menos compleja, wmientras que la
que emples medios semisdlidos es mds sensible,
Como una importante contribucidn al desarrollo del estudio del
MBI y pars spoyar los resultados presentados en este trabajo, se
yendr(an que elaborer teécnicas que diluciden si en el suero
humano normal existen diferentes NG&S procedentes de cads unz de
1as “distintes célulss presentes en el organismo, Evidentemente,
-dq eﬁta formu se obtendrd una * huella * caracter{stica de cada

individuo, as{, si por algdn motivoe en el suero humano,
rapareciera'un aumento, o disminucidn de elgdn tipo de MBI, ¢ si
‘ﬁex'praaentara una forma anormal de aste, 5é pensoria en 1la
; exxstenc:a ‘de una falls en los procesas normales de requlac:dn de

'la proliferacidn celular. Es importante sefalar, que las tdcnicas

':onvencianaies dn cultivns de médula osea en medios liquiuaa -]

'nmisolidasp 00'. { 10 ,suficxentamente senszules para.. la
‘péque~as cantidades dg MBIy vppr io . tantoi‘bara

huella de HGIs. ser{a necesario utilizer otra tipo

16“15 de cronatoqraffa dﬁ lxquxdos a alta presion,

'Evidentnmente,;

‘ral en el organismc,

que al andl de Luentas

seria -de mucha util dnd .21 tener un.

n'aumento xncontrolable de la proleeraczdn*,de;
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::dg alta tecnalogfay “como 18 de antiéuefpos




algdn tipo de célula.

f dltimas fechas se ha encontrado evidencias de que existe una 48
intima correlacion entre diferentes factores de crecimiento para
el buen funcionamiento del organismo. Especialmente, se hs visto
que el macréfago es capaz de secretar un factor estirulador 3 la
proliferacidén de fibroblastos, el cusal & su vex produce un MGI
que induce = la mdduls dsea a la produccidn de mds macrdfagos., En
aste trabajos encontramos que los macrdfagos tombién son capaces

“da .activar a cdlulas epitelisles & la proliferacidn v que de
':igdal maners estas Ultimas secretsn un  MGI. Consideramos que,
‘séhfa conveniente ahondar nuestros estudios en los mecanismo de
ibterrelacién entre. FFF, EPF y HG61 aquf descritos, - pars
déterﬂjnar si nuestra hipdtesis sobre le defensas del orgeniamo

',;fcdntra cuerpos extraios es correctas Ests hipdtesis sstablece;

gue . darante una reaccidn de dafo de tejido, el macrdfago sl

"finﬁéréccidnar contre Gn - cuerpo. extrsdo secrets EPF o  FFF
L f(d?béndiendd del tipo de lesidn)y el cual sl»hacar:hroiiferaf a

' ,ééﬁuiés;,epitéiiales o fibroblastos induce ‘mediante up MBI, 18

bﬁé&d:ﬁién' de  mds macrdfagos ¥ granulocitos en La_iéhhla ‘dsen,

equr ndo  de esta manera, una rdpida respuesta y . uns mejor’

f!miﬁg_iﬁhf4é15qugrpd‘pxtkgﬁo:.



Vv AFENDICES
APENDICE 1
Praparacién de Medio de Eagle!

éé:fmide un volumen de aqQus bidestilada 5% menor 81 wvolumen de
medio total deseado, utiliznndo para ello 2 mStracés. Se
acicioqaﬁ 13.4 g/1 del medio dé Eagle en polve (Hicrolab,
fﬁéxico),, aqiténdose suavemente, se agregan 3.7 ¢ de bicarbonato
vdefsodio} ‘190 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina,

' $9icqﬁp1eta el volumen desesdo con agua bidestilada, se ajusta el

fPﬁ ‘entre 0,2 y 0.3 menos del que se desea, que es de 7.2 ¢ esto

 jée*héce con dcido clorh{drico) v se esteriliza por filtracidn con

'co' poro de 0. 22 us-

Este medio se utilxzo para mantener ‘3. los cultxvos calulares en

ls'norm s’ in vitra.-

NTRACTON (ma/1)
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 biéxido de carbono. pasdndolo a téavés de una membrana mi;lipore.

El medio e%ta ccnstituida por 109;7v1
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APENDICE 11

Preparacién de Solucidn Salina de Fosfatas (SAF)?

-« 8AF con Calcio y Magnesio.

En.-un. litro de agua bidestilada, se disuelven  las siquientes

"r~5u5tanczas.

>;C10PUPO de CalciDrsanrorrevsrrnsrers 20,10 g
Cloruro de SDdioooonooollvooooooqoooooa 00 1]

» FOBfatO de SOdIO MOHObéﬁlCOot;oortvt|02016 9

:Fosfata de Patasxo Monubésico-........o.zo g

vlpruto:de Maqnesio....o.‘...........-0.10 9

‘de Potasxo..¢...o.-.....;..,..0020 1]

ee aJuéta el PH b’

f’vez dxsueltas estas sustancias,
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