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RESUMEN

Las cédlulas que couponen el tejido sanguineo sen las rojas y las blancas.

tas células rojas son Jlos eritrocitos, los cuales se  encargan
principalmente del transporte de oxigeno por todo el cuerpo y por su parte las
células blancas (macrofagos, granulocitos, linfocitos, celulas asesinas

naturales} interaccionan entre si para proporcionar la defensa del organismo
contra cuerpos extrafios.

Actualmente se sabe que existen varios factores reguladores de la
proliferacién y diferenciacidén de las células que integran el tejido
hematopoyético. Uno de los factores mas conocidos y estudiados es el inductor a
la proliferacién y diferenciacion de macrofagos y granulocitos liamado MGI.
burante mucho tiempo se le atribuyd’ a este factor la responsabilidad de 1a
proliferacién y diferenciacidn completa de estas células; sin emwbargo,
recientemente se ha identificado a dos moléculas que intervienen en este
mecanismo. Una tenia exclusivamente la funcién de inducir a la proliferacidn,
mientras que la segunda molécula (FCcRI) inducia la formaciOn de receptores para
Fc, produciendo de esta forma células funciopalmente maduras. Asimismo se ha
encontrado que la produccidn de esta molécula es llevada a cabo por macrdfagos.

Estos factores al igual «ue otros que intervienen en la defensa del
organismo, camo el interferdn y la interleucina 2, son llamados genericamente
wodificadores bioldgicos. La mayoria de estos modificadores han mostrado gran
importancia en el desarrollo de la medicina, tanto en el avance de la ciencia
bisica como en la fabricacidn de firmacos de suma utilidad. Debido a la
importancia que presenta el factor FcRI como modificador bioldgico y con la
finalidad de continuar con su estudio, se hace imperioso el desarrollo de un
bioensayo eficaz, sencillo y reproducible. Por esta razon, en el presente
trabajo se elaborS una técnica con estas caracteristicas para evalvar la
actividad del FeRI.

El diseflo dJde esta técnica consistic en el me;\oranuento del  bioensayoe ya
existente de la deteccidn de receptores Fc en células de médula Gsea de  raton,
inducidos por el FcRI, mediante la formacidn de rosetas eritrocitarias. Como el
porcentaje de células con receptores para Fo puede variar tanto por el gradeo de
activacidn de éstas, como por la edad del individuo, se dificulta la
determinacién de la nueva aparicidn de estos receptores inducida por el FcRI,
sobre 13s valores ya existentes. Sobre todo cuando el grade de actwacmn es tal
que las células Se encuentran activadas al mAximo para la expresién de estos
receptores. Para tratar de eliminar los valores iniciales de receptores para Fc
al camienzo de nuestros experimentos se efectud una preincubacidn con tripsina a
distintas concentrac:.ones, debido a que muchos de los receptores para Fo  son
=ensibles’a esta enzima. De esta forma se obtuvd una poblacion celular hamogenea
al inicio de los experimentos y se facilits la evaluacidn exclusiva de la
actividad inductora del FCRI.

Cuando las células se cultivardn durante 4 dias en presencia del FcRI se
encontrg que la actividad de este era significativamente mayor cuando se
preincubaron las células mieloides con 0. 008% de tnpsma durante 5 min.
Asimismo, previends la utilizacidn de técnicas cromatograficas durante el
proceso de caracterxzacxon y purificacidn del FcRY que involucra la necesidad de
efectuar un gran mimero de bioensayos, se diseiid el empleo de la técnica de
microcultivos. Esta téenica utiliza poca cantidad de células de un solo  animal
para la realizacidn de un bicensayo campleto, lo cual da la apertura para el
estudio de esta molécula en seres humanos donde se excluiria el problema de
adquirir grandes cantidades de células mieloides, o de depender de cepas
sinaénicas que en humanos es impasible.



Finalmente, creemos haber establecido una téenica sencilla,  eficaz,
reproduciblc cue abre el campo para el estudio del modificador bioldgico !lamado
FcRI. Creemos ue la purificacidn de este factor es importante no solo en el
estudio de los procesos de diferenciacidn hematoldgica bdsica, sino también en
la utilizacidn de cste factor con fines tanto diagndsticos, donde mediante con
anticuerpos puedan ser detectados niveles arcrmales de este en el organismo,
como terapedticas en enfermedades donde un aumento de la cantidad de receptores
inmunoldgicos sea de utilidad.



INTRODUCCION

. 'La éangré es ‘un tejido liquido constituido por distintos
tiéﬁs 4cé1ﬁ1a?esw"que se encuentran suspendidos en el plasma
sahéqfneoliciééula por el sistema vascular, transportando oxigeno
.y_sustanéias nutritivas a todos los tejidos del cuerpo, asi como
;ambién .productos - de excrecion y de desecho, juega un papel
eséﬂcial en la funcidn integradora del sistema endocrino al
distribuir ‘las hormonas desde sus lugares de origen hasta 1los
Srganos efectores distantes (1),

El veolumen de la sangre en los seres humanos es de 5 litros
aproximadamente, 1lo gue representa el 7% del peso corporal. Los
eritrocitos constituyen el 45% de este volumen; 1o0s leucocitos y
plaquetas solo el 1% y el resto el plasma sanguineo, un liguido
amariilento 'y transparente que constituye la matriz extracelular
de este tejido (1). La mayoria de estos tipos celulares que
circulan en el torrente sangufneo permanecen un tiempo de su vida
en el seno de otros tejidos, tienen una vida corta y son
producidos continuamente a 1lo largo de toda 1la vida animal
(2,3).°

‘Los eritrocitos son 1los encargados de transportar la
hemoglobina por todo el cuerpo. Las plaquetas, son corpusculos
derivados de c¢élulas gigantes denominadas megacariocitos, las
cuales tienen 1la principal funcidn de coaqular 1la sangre;
mientras que los leucocitos agrupan cinco tipos celulares:
neutréfilos, eosindfilos, basdfilos, linfocitos y monocitos
{2,4,5). Los tres primeros tipos se conocen genericamente como
granulocitos, poseen numerosos lisosomas y vesiculas secretoras o
grdnulos, recibiendo su nombre de acuerdo a las propiedades de
tincidn de estos. Los neutrdfilos forman el grupo mas numeroso,
engloban, matan y digieren bacterias, Por su parte los linfocitos
que junto con los macrdfagos constituyen basicamente el sistema
inmune, y debido a sus funciones se clasifican en dos grupos: los



linfocitos -'B . ‘quienes son los encargados de la produccidn de
aﬁtiéuerbos como respuesta ante un antigeno, dando lugar a la
inmﬁnidad humoral; vy los linfocitos T los cuales actuan mediante
‘una interaccidn membrana-membrana al detectar al antigeno, y son
los responsables de la respuesta inmune celular, dentro de este
grupo se encuentran las células asesinas K (3,6,7). Los
monocitos y macrdfagos presentan una marcada hetercgeneidad
funcional y morfoldgica. Los monocitos son los fagocitos
mononucleares circulantes, que al abandonar 1la corriente
sanguinea se transforman en macrdfagos, los cuales eliminan por
fagocitosis a los microorganismos invasores, cuerpos extrafios y
residuos celulares (8). Ademds de estos componentes celulares
mayoritarios existen otros dos grupos cuyo origen no ha sido
claramente establecido. El primero perteneciente al grupo 1lla
mado de c€lulas asesinas, es denominado bajo el nombre de cé€lula
asesina natural (NK). Aunque existen diversas teorfas sobre el
origen linfocitario, o monocitico de estas cdlulas, se considera
que pueden pertenecer a un grupo completamente aparte. Finalmente
las células cebadas o mastocitos parecen tener asimismo un origen
diferente al de 1los demas grupos celulares, aunque se ha
postulado que pertenecen al de los granulocitos (9,10).

Se han aportado fuertes evidencias de la existencia de una
c€lula pluripotente hematopoy€tica, precursora de todas las
1fneas celulares sanguineas, no obstante ha existido fuerte
debate acerca de la posible existencia de varias células
precursoras pluripotentes para cada l{nea celular {(11,12,13),

Hediante el estudio de ratones irradiados letalmente, se
aportafdn las primeras evidencias de la existencia de una cé€lula
precursora pluripotente. Al recibir un animal fuertes dosis
radioactivas, este moria al no poder producir nuevas células
sanguineas; sin embargo, la muerte de este animal podfa evitarse
mediante el suministro de una suspensidn de células provenientes
de la médula dsea de animales sanos. Los animales asi tratados
sobrevivian mostrando en su bazo nddulos que representaban



pequefias colonias de células:precurso o..kipo de: células

sanguineas, las cuales ffuéré
Colonias. del Bazo (CFU-S) (14

colonias. fue desmostrado. po

ades Formadoras de
de estas

inducidos por radiacién (lsf : : :

Con experimentos .de. esté’ tipo se ha  demostrado que las
células precursoras hematopQYétibas “también se encuentran
presentes en la circulacién, aunque en menor nimero y que estas
células pueden abandonar la corriente sanguinea y establecerse vy
proliferar en ciertos tejidos, como el bazo. Esta capacidad de
colonizacién es importante durante el desarrollo embrionario de
los tejidos hematopoyé€ticos; 1la formacidn de células sanguineas
ocurre inicialmente en las regiones extraembrionarias del
mesodermo, posteriormente en el higado y en el bazo, y finalmente
en la médula 6sea, donde persiste durante toda la vida adulta
(14,16).

La relacidn de los linfocitos con la CFU-S fue un tema de
controversia debido a que los progenitores linfoides no se
encuentran en las colonias del bazo, lo cual sugirié la
existencia de una c¢élula precursora comin mds primitiva,
dencminada precursora comin de la Unidad Formadora de Colonias
Linfoides y Mieloides (CFU-L-M) (17,18).

Asi mismo, se han desarrollado técnicas para la proliferacién
ip yitro de las células precursoras de los elementos de 1la
médula Jsea. Mediante el cultivo de células mieloides en medios
adaptados se ha registrado la presencia de células madres
precursoras comprometidas o especializadas (CFU-C), capaces de
origina} in vitro colonias mixtas de granulocitos y macrdéfagos
{19). También se ha encontrado células madre especializadas, que
generan eritrocitos en presencia de eritropoyetina (CFU-E), o
células precursoras de megacariocitos en presencia de
megacariopoietina que da lugar a las plaquetas (CFU-M) (19,20).

En los ensayos clonales in vitro para células precursoras de
granulocitos, monocitos y macréfagos, se ha observado que 1la
proliferacidn requiere de la presencia obligada de un factor



llamado "Colony stimhlating;ac;ivi;y“V§CSA5 Kio)zy;uzif}f'hambién
conocido como "Colony éﬁimulatiﬁq factor” (CSFi;'(ZS,zdi o
"Macrophage and granulocyte ‘indicer" - (MGI) (25,26), y: que
probablemente tienen relacidn con el llamado “Macrophage growth
factor" (MGF) (27). El MG! es una sustancia normalmente producida
por varios drganos del cuerpo, cuyo peso molecular varfa de
acuerdo con la fuente de obtencidn. Se ha identificado entre
otros en el medio condicionado de fibroblastos de pulmdn y de
células epiteliales de rifién de ratdn con un peso molecular de 70
y 22 Kd (Kilodaltones) respectivamente. Asimismo se ha encontrado
que el medio condicionado de células epiteliales de pulmdn de
ratén contiene un MGI de peso molecular de 22 Kd lo que hace
suponer que un mismo tipo de células que pertenescan a distintos
organos puede producir el mismo MGI(28). ’

Los macrdfagos normalmente pertenecen al tejido laxo, pueden
encontrarse en alveolos pulmonares, en submucuosas, en el aparato
yuxtaglomerular y otros espacios perivasculares, en traveculas
del sistema 6seo y tubulos renales (29); pero independientemente
de su localizacidn, sirven para mostrar y transportar antigenos o
protefnas alteradas hacia células citotdxicas espec{ficas (30).
Los macrdfagos se agrupan en reacciones inflamatorias subagudas o
crénicas, que incluyen exudados, granulomas, grasa en venas Y
ateromas . Ademds como células efectoras expresan generalmente
poca citotoxicidad, a menos que sean activados por ciertas
sustancias que actuen directamente sobre ellos, tales sustancias
pueden ser quimicas como el tioglicolato, o de microorganismos
como las Brucella, Listeria y Bacillus Calmette-Guerin (BCG)
(31,32,33). El macrdfago activado incrementa su capacidad
microbicida (34), que trae como consecuencia un incremento en la
endocitosis (33,35,36), en la expansidn y adherencia al sustrato
de cultivo (35,37), en la citotoxicidad (38,39,40), en la
actividad para proliferar in vitre (41,42), en las enzimas
lisosomales {41); en su volumen celular (43,44,45), en su
actividad quimiotdtica (43,44), en el metabolismo de la glucosa



{34,46) - y - en una disminucidn de -la  actividad de 1la 5
nucleotidasa en la membrana (44,47). Sin embargo no todos los
agentes utilizades para la activacidn de estos preducen 1los
efectos  arriba mencionados (38,46). Actualmente se sabe que los
macréfagos pueden ‘secretar alrededor de 100 sustancias cuyo
pese molecular presenta un rango de 32 (superdxidos) a 440 Kd
(fibronectina), donde su actividad bioldgica abarca desde 1la
induccidn a la proliferacidn hasta ocasionar la muerte celular.
Algunas de estas sustancias son el factor inductor de macrdfagos
y granulocitos (MGI), la eritropoyetina, los estimulantes de las
células B y T, las lisosimas, el factor estimulador de la
migracidn de polimorfos, el interferén, la timosina B4, el factor
inductor de monocitopoyesis y el factor activador de neutrdfilos
(48,49,29,50)

Las moléculas que se combinan espec{ficamente con los
antigenos se denominan anticuerpos, y el conjunto de estas
moléculas reciben el nombre de inmunoglobulinas., Estas
inmunoglobulinas en los vertebrados superiores comprenden un
grupo heterogeneo que constituye aproximadamente un 20% de 1las
proteinas totales del plasma (51,52); las cuales tienen
aproximadamente 2 X ld7 sitios de combinacidn con los antigenos
(53}).

La unidad bdsica de una molécula de inmunoglobulina .consta de
cuatro cadenas polipeptidicas dispuestas en forma de Y (Fig. 1}.
Dos cadenas grandes pesadas H y dos cadenas pequefias ligeras L
(54,55). Cada cadena L y H de inmunoglobulina consta de wuna
regidn variable, las cuales son los centros de unidn al antigeno,
de aproximadamente 110 residuos de aminodcidos en el extremo
amino terminal, sequida de una regidn constante que tiene el
mismo tamafio en la cadena L y es upnas tres a cuatro veces mayor
en la cadena pesada {56,57,58). Una parte de la regidn constante
de las cadenas pesadas (Fig. 1) se denomina Fec o fraccidn
cristalizable, la cual es el centro de unidn para los componentes
del complemento y diversos receptores de superficie celular (55).

Las inmunoglobulinas humanas estan clasificadas en 5 clases
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Fig. 1 Unidad bdsica de una inmunoglobulina.- Esta constituida por 4 cadenas
polipeptidicas. Dos cadenas pesadas H y dos cadenas livianas L, dis--
tribuidas en forma de Y, unidas por enlaces disulfuro (regidn de bisa
gra). Consta de una regidn variable V y una constante C. La regién Vv~
es el sitio por el cual el anticuerpo Se une al antigeno, mientras cue
la regidn C, es el centro de unidn para los componentes del camplemen -
to y diversos receptores de superficie celular.



"basadas en la estructura primaria de sus 'respectivas ' cadenas
pesadas: IgA, 14D, IgE, IgG, e IgM (57). Existen tambidn 2 tipos -
de’ cadenas ligeras: Kappa 'y Lambda. En ‘el - suero humano

.~ aproximadamente el 65% de las moléculas de IgG tienen 2 cadenas
pesadas gamma y 2 cadenas ligeras kappa mientras que el 35% tiene
2 .cadenas pesadas gamma y 2 cadenas ligeras lambda. La misma
distribucidn se aplica para las moléculas de IgA e Igh
circulantes (59). De las inmunoglobulinas la IgG constituye la
principal clase en la sangre y se produce copiosamente durante
las respuestas inmunitarias secundarias (58). La IgG al igual gque
las otras clases de inmunoglobulinas colaboran en la preparacidn
de todo microorganismo extrafio al cuerpo para ser destruido por
fagocitosis., La adicidn de mol€culas de IgG a estos
microorganismos y la unién aparentemente inmunoespecifica _de
‘éstos a las moléculas de IgG airave's de su regiodn variable Fab,
provoca la adherencia de los microorganismos a los fagocitos‘ a
traves de los receptores de la superficie celular por el extremo

Fc de las moléculas de anticuerpo (60,61).

Las moléculas de IgG tienen un peso molecular de 150 Kd. Se
han identificado 4 subclases de IgG humana de acuerdo a ciertas
difqrenéias antigénicas y estructurales que residen en la cadena
pesada y se han designado como IgGl, 1IgG2, IgG3 e IgG4 (Fig.2).
La distribucion relativa de estas subclases entre las moléculas
de IgG en el suero es del 65 a 70%, 23 a 28%, 4 a 7% y de 3 a 4%
para las respectivas 4 subclases (62). Las 4 subclases difieren
en ciertas propiedades bioldgicas. Las moléculas de 1gGl, IgG3 e
1gG4 poseen una configuracidn gue les permite interactuar con los
mastocitos de una especie no relacionada! el cobayo. En cambio la
1gG2 carece de esta capacidad. Las 4 subclases pueden fijarse a
los receptores Fc de neutrdfilos, pero solo las subclases IgGl e
IgG3 pueden unirse a receptores de los monocitos. Todas ellas
pasan atraveés de las membranas materno fetales, aungue todavia no
se sabe en que medida se encuentran en la circulacidn fetal (62,
63). Este tipo de heterogeneidad en las subclases de IgG también

9
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Fig. 2 Subclases de I1gG humana.- Estas subclases se distinguen entre si porque prescentan
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difeorencias en el nimero y arreglo de enlaces disulfuro, que se encuentran -
uniendo 1la cadena pesada y la cadena liviana, y los enlaces que forman parte

de la regidn de bisagra. Asimismo de la presencia o ausencia del dominio Cliy .



es observado en otras especies, ‘comoilo-es el,ratdﬁ,‘eiiqobéfoﬂp
el conejo (Fig 3) [64). L T
) Los principales receptores de membrana céracterfstiéos de. la
actividad bioldgica de las células fagociticas son los receptores
para la porcidn F¢ de las inmunoglobulinas y los receptores para
el complemeto (65). Aparentemente la funcidn de estos receptores
consiste en incrementar la respuesta inmune. Los receptores Fc
fuerdn detectados en macrdfagos de ratdn por los afios de 1960 vy
estas células fuerdn las que presentardn la mayor densidad de
estos receptores (66). Estos juegan un papel importante no solo
en la fagocitosis, sino tambi€n en el complejo inmune , la
citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo y muerte de
pardsitos (66).

Los receptores Fc se han encontrado en una amplia variedad
de células : macréfagos, granulocitos, células B y T , mastocitos,
c€lulas asesinas naturales (NK) y células asesinas {X) (67). En
macrdfagos estos receptores intervienen para combatir
infecciones parasitarias, en la remisidn fisioldgica de
eritrocitos viejos, en donde estos eritrocitos son opsonizados
por inmuncglobulinas autdlogas in situ, promoviendo
consecuentemente la fagocitosis por macrdfages hepdticos y del
bazo (68,69,70}.

La especificidad de estos receptores Fc para las subclases de
IgG no es absoluta, existen distintas clases de receptores Fc
(FcP. para otras inmunoglobulinas, 1las cuales presentan una
relacion en su coexpresidn. Esto puede reflejar funciones
diferentes de los distintos tipes de FcR de acuerdo a las
funciones efectivas de las diferentes clases de inmunoglobulinas
(isotipos} (66). Los receptores Fc para la IgG que se encuentran
sobre macrofagos y neutrdfilos toman parte en la fagocitosis, sin
embargo, de los receptores para la IgE depende la citotoxicidad
directa contra pardsitos . Los receptores para la IgE sobre
mastocitos y basdfilos juegan un papel importante en la
liberacidn de mediadores guimicos. Los linfocitos T y otras
cé€lulas han mostrado liberar factores dgque se upnen a las

11



Fig,3 Subclases de IgG en ratén, cobayo, conejo y cabra.- La diferencia de las moléculas
de 1gG en estas especies varia en su estructura molecular y en el nimero de isoti=-
pos que llevan en sus genomas.
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inmunoglobulina: lucran en’ la fcgulacidn:‘de_‘
sintesis ;dé l e
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Por otra parte , . se ha: encontra

La:unxdn de este factor (Tg-

mueskra.. . una-
IgGl e. 1gG2
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mayoria de receptores Fc sobre la membrana de macrdfagos de ratdn
se incrementa durante la ontogenxa postnatal. Los receptores : Fc
para la IgA, 1IgM, IgE, IgGZa, IgG2b e 1gGl  presentan tal
incremento conforme avanza lafedéd,-,mien:ras los receptores para
la IgGl por lo contrario, suftéq'una,disminucidn. Asimismo , leos
cambios observados en la expreéién de estos receptores tambié€n
corresponde extrechamente a los cambios de la actividad
fagocitica (72). ’

En el estudio de los receptores Fc y su unidn con la IgG se
ha encontrado que sobre distintos tipos celulares existen
diferencias en 1la especificidad del enlace de estos receptores
con la IgG monom€rica, polimérica (agregados) o como compleijo
antigénico, donde tales diferencias dependen del tamafio de los
agregados o del complejo inmune de tal forma gue a mayor tamafio
mayor afinidad (73,74,75,76,77). Se ha reportado que la
interaccidn de monocitos humanos con 1gG soluble polimérica
induce una baja regulacidn de receptores Fc, acompaiiade de una
co-modulacidn de receptores para el complemento. Esto a su vez
produce una disminucién en las funciones monociticas tales como
la fagocitosis mediada por receptores Fe, la liberacidn de
metabolitos oxigenados seguido de una estimulacidn por agregados
de IgG o zimosan opsonizado, asi como el dafio o0 muerte
bacteriana. Para la IgG monom€rica la modulacidn de receptores Fc
depende de la via de inmuneglobulina presente. Solo insoluble la
I1gG monomérica reduce la modulacidn de receptores Fc en monocitos
(78,79},

Ademds se ha observado gue al tratar la membrana de  las
células que contienen estos receptores con fosfolipasas, -la
actividad de los recepiores Fc disminuye, siendo restaurada “eon
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un’ decergénté.no}iGdico,NP—4Q, lo cual indica la posibilidad de

que~-1osj;fecépto;es se encuentren -introducidos en  la capa de
_Vlipidos'ﬂéyla membrana“ celular, la cual les proporciona un sosten
‘para‘ejercer su actividad (74).

Se ha encontrado recientemente que en macrdfagos de ratdn y
en: lineas derivadas de macréfagos existen dos tipos de receptores
Fc para distintas subclases de IgG., Uno de ellos FcRl es sensible
a proteasas y puede unirse a la subclase 1IgG2a en estado
monomérico o© pelimérico, el sequndo FcR2Z es resistente a
proteasas Yy puede unirse a agragados de las subclases 1IgGl e
19G2b (80,81,82,83). '

Ambos receptores difieren en sus caracteristicas funcionales:
El roseteo con 19gG2a es inhibido a 4°C y si es tratado con
tripsina o citocalasina B; sin embargo, el FcR2 para IgGl e IgG2b
no es afectado por estos tratamientos (84,85,86,87). El1 peso
molecular encontrado para el FcRl es aproximadamente de 60 a 70
Kd con un punto isoeléctricoe (PI) que varfa de 3.8 a 4.7 y para
el FcRZ es aproximadamente de 65 Kd con un PI de 4.7 a 5.8 (73).
El sitio de enlace del FecRl para la IgG2a corresponde a la regién
del dominio CH2 y CH3, mientras que el FCR2 se une a través de la
secuencia de aminodcidos del dominio CH2 de la IgGl e 1gG2b.
Aungue los fragmentos de enlace son especificos para ambos
receptores, ellos difieren en cuatro amincdcidos, donde uno de
ellos es la lisina (IgG2b}, e isoleucina (IgG2a) gque tienen carga
dife.onte y probablemente esto impligue la diferencia en su
especificidad (88) . Asimismo, las diferentes densidades de uno u
otro receptor puede dirigir diferencias en su funcidn (81).
. La’ demostracidn de dos clases diferentes de receptores Fc
sobre macrdfagos de ratdn abrid el camino para el estudio de la
existencia de multiples receptores sobre macrdfagos de otras
especies, las cuales han sido observadas con escasa sensibilidad
a la tripsina (81). En fagocitos mononucleares humanos se han
identificado tres tipos de receptores que se unen a la regidn F¢
de la IgG. El primero tiene un peso molecular de 72 K4 es andlogo
al FcRl de ratones y se une a I1gGl e IgG3 monomérica humana y a
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la IgGZa de ratdn con alta afinidad, su funcién - es la
citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo. El segundo
tiene un peso molecular de 40 Kd, es parecido al FcR2 de ratdn,
se une también a la IgGl e I9G3 humana pero en forma de complejo
inmune y con menor afinidad. Ambos receptores FcR2 de humano y de
ratdn se unen a la IgGl e IgGZb de ratén. El tercero tiene un
peso molecular aproximadamente de 51 a 73 X4, se expresa
principalmente en neutrd&filos, células NK, cé&lulas K y células T.
Los \ltimos dos receptores son utilizados por los fagocitos
mononucleares para la endocitosis del complejo inmune., La amplia
distribucidn de varios receptores Fec sobre diversos tipos
celulares sugiere, sin embargo, que otras funciones pudieran ser
descubiertas para esta familia de moléculas, Ademds, el
polimorfismo de los receptores Fc en el humano ha sido definido
‘por el enlace de las subclases de IgG de ratdn, adicionando a su
vez la variacidén potencial funcional (89,90).

Los receptores para Fc son comunmente demostrados por media
de la ténica de rosetas eritrocitarias. Cuando los eritrocitos
son cubiertos con anticuerpos, ¢éstos sSe unen a la superficie de
los leucocitos dando lugar a lo gue se ha denominado roseta;
considerandose como tal, a aquella célula con mas de tres
eritrocitos adheridos en su membrana {(91}. Otras técnicas menos
comunes para su valoracidn son con fiuoresceinatos de anticuerpo
(92}, por radioisotopos {80,93) o por anticuerpos monoclonales
(88).

Dependiendo del método usado y de la especie que se examine ,
el macrdfago posee aproximadamente 10 receptores en su membrana.
Ademds, mediante el complejo soluble peroxidasa-antiperoxidasa
se ha podido demostrar que hay un mayor numerc de receptores en
macréfagos que en granulocitos, los cuales a su vez presentan una
mayor frecuencia de tales receptores que los linfocitos (94). La
regeneracidn selectiva de estos receptores Hespués de la unidn
con complejos inmunes, puede ser un fendmeno que se relaciona con
el tamafio o la cantidad total del material ingerido (953},
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Por otra parte, existen evidencias de que no solo el MGI es
el responsable de la diferenciacidn completa de macrdfagos y
granulocitos , se ha encontrado recientemente una moldcula
denominada FcRI 1la cual es capaz de inducir 1la aparicidn de
receptores Fc en estas células . Esta molédcula se obtuvo a partir
de una linea celular de tipo macrofdgico WR19m, mantenida in
vitye y activada por lipopolisacaridos de origen bacteriano
(LPS). Tambien se ha encontrado que este factor pierde su
actividad bioldgica al ser sometido al tratamiento proteolitico y
al calor, lo que indica que es de naturaleza proteica (96). nAs{
mismo, se ha identificado que el FcRI es independiente del factor
inductor de macrdfagos y granulocitos (MGI), puesto gue este no
induce la formacién de colonias al utilizar la té&cnica en bicapa
de agar (96). Por otra parte, se ha identificado a las células
macrofdgicas maduras como las productoras del factores FcRI lo
cual implica un posible mecanismo de autorregulacidén de induccién
de receptores Fc en leucocitos (97).

El factor FcRI se ha identificado en distintas fuentes de
origen murino y humano. Entre las fuentes de origen humano se
encuentran los fluidos corporales tales como los sueros, medios
condicionados por pulmén estimulados ip vitro con LPS de origen
bacteriano y la orina humana normal. Entre las fuentes murinas
estan los medios condicionados de macrdfages residentes, los

medios condicionados de pulmdn endotdéxico y suero (97,98,99).

.

Como el factor FcRI es una molécula recientemente
identificada, y debide a su importancia biolSgica se hace
imperativo su estudio, por lo que se requiere el establecimiento
de una técnica altamente sensible a su presencia para poder
caracterizarlo y posteriormente purificarlo. Por lo anterior, en
el presente trabajo se pretendid establecer una técnica eficaz
para su monitoreo biolégico.

Es conocido que la cantidad de células con receptores para Fc
en leucocitos depende tanto de la edad del sujeto (72), como su
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estado de salud, o su estado de activacidn inmunol&gica (99}, lo
gque hace que dentro de una poblacicn determinada pueda existvic
una gran heterogeneidad en la cantidad de estos receptores (100).
Pebido a la variabilidad esperada en la cantidad de receptores
para Fc presentes en las células fagociticas provenientes de
ratones de cepa abierta, se hace diffcil la evaluacidn de la
actividad inductora del FcRI, por carecer de un valor de
referencia al inicio de los experimentos. Para homogeneizar el
nimero de receptores en estas c€lulas se les sometid a un
pretratamiento enzimdtico con tripsina, ya que se sabe que muchos
de los receptores para Fc son sensibles a esta proteasa (81}, Se
esperaria de esta forma gque al eliminar gran parte de los
receptores para Fc, la aparicidn de nuevos receptores sea
asociada en su totalidad a la actividad inductora del FcRI
"independientemente del origen de las células. Ademds, previendo
que para el estudio bioquimico de esta molécula se tendrian que
utilizar técnicas cromatogrdficas gque por necesidad implicaria el
obtener el factor FcRI altamente diluido, se hace necesario el
disefio de una técnica confiable y r&pida para su deteccién,
Aunado a esto, el andlisis de muchas fracciones bioguimicas
implica un alto gasto tanto de reactivos como de animales de
expgriméntacidn. En consecuencia en este trabajo también se

desarrollo una técnica de microensayos.

Es importante sefialar que la caracterizacidn y purificacién
de este factor es primordial debido a que en un futuro pudiera el
FCRI ser aplicado a pacientes con deficiencias en receptores para
Fc, o en aquellos en donde un aumento de estos receptores sea de
utilidad. Este aumento provocarfa una mayor defensa en contra de
enfermedades infecciosas o cuerpos extrafios. Ademds la aplicacién
de microbioensayos es provechosa, puesto que esta técnica utiliza
pocas cé6lulas mieloides de wun solo animal para realizar un
bicesayo completo. Por tanto abrirfa el camino para estudios en
seres humanos en donde se evitaria la problemdtica de obtener
grandes cantidades de estas células, o de depender de cepas

singénicas para su estudio, que en humanos es imposible.
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MATERIAL:Y ‘METODO

MATERIAL BIOLOGICO

El trabajo experimental se realizd con células de médula
ésea (MO) y macrdéfagos de la cavidad peritoneal provenientes de
ratones hembras de la cepa CD-1l de 6 a 8 semanas de edad,
mantenidas en el bioterio de la ENEP-Zaragoza. Adem&s, se
utilizarén eritrocitos de carnero para sensibilizarlos con
anticuerpe (IgG de conejo).

CULTIVO CELULAR

Como fuente de nutricién de los cultivos celulares se
utilizé el medio minimo de Eagle (ME) con un incremento de
vitaminas y aminodcidos (Gibco Labs, WUSA) (apéndice 1) al que se
le adicioné 100 UI/ml de penicilina G y 100 UI/ml de
estreptomicina como medida preventiva de contaminacién
bacteriana, mas 3.7 g/l de bicarbonato de sodio para mantener el
pH fisiolégico de 7.2 en los cultivos en presencia de CO2 .
Posterjiormente se esterilizé por filtracién en membrana millipore
(Millipore USA) con un didmetro de 0.22 micras. Para verificar
dicha esterilidad se tomardén 4 gotas del medio y se colocarén
por dyplicado en tubos de ensaye que contenian 2 ml de caldo de
soya al 3% (Bioxon, Mex) , previamente esterilizado en autoclave,
incubandolos durante 48 horas a 37°C . El medio de cultivo
consistid de ME suplementado con suero de caballo (Microlab, Mex)
al 10% , el cual fue previamente inactivado a 56°C durante 30
minutos.

Las células fuerdn sembradas en la cantidad y condiciones
requeridas para cada ensayo en cajas de Petri, ya sea de vidrio o
de plastico de 60 x 15mm y mediante el wuso de placas de
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microcultivo con pozos de 6.4 mm de  didmetro (Costar, USA), las
cuales contenian un volumen de cultivo celular de 5 ml y de 200ul
respectivamente, Las células se mantuvierdn ipn vitro en una
incubadera a 37°C con una atmosfera relativa del 10% de Co2 Yy
humedad saturante. Todo trabajo de cultivo celular se realizé en
una campana limpia y esterilizada con luz ultrav.ioleta durante
15 min. Para verificar las condiciones de las cé&lulas se utilizd

un microscopio de tipo invertido.

TECNICA PARA OBTENER CELULAS DE MO

Con el ohjeto de obtener células viables de MO para
cuantificar la actividad del factor FcRI, se sacrificarén ratones
mediante la dislocacibn céfalo-medular para proceder a retirar
los fémures, colocandolos inmediatamente en cajas de Petri que
contenfan una solucién amortiguadora de fosfatos (SAF)} (apéndice
2}, Despues de eliminar la mayor cantidad posible Qe tejido
muscular <ircundante, se¢ cortarén las epifisis con tijeras
pequeiias y con una jeringa de 1 ml que contenfa SAF se hizo fluir
el 1liquide de un extremo a otro del huess para colectar las
células en un tubo de centrifuga de plastico . Las células
obtenidas se lavardn en SAF (2 ocasiones con centrifugacidn a
500g durante 3 min.). Para los ensayos se adicionarén 5 ml de
medio de cultivo, y se determind el nimero ecelular con un
hemocitometro (American Optical, USA). Se sembrardn para cada
experimento 8 X 106 células por caja de Petri y se mantuvierdn en
cultivo durante 4 dias.

PRETRATAMIENTO DE CELULAS DE MO CON TRIPSINA
Con la finalidad de elimininar receptores para Fc se procedid
a utilizar un procedimiento de tripsinizacién. Para ello una vez

que las - células de los fémures fueron obtenidas y contadas se

19



repartiéfdng'en 4 -tubos- ia los’cﬁéleslée les agregardn 15 ml de
SAF conteniendo ©0.000,--0:008,  0.016. y ' 0.032% de tripsina
:réébeétivémehté.ng résuspgndierén las células rdpidamente en los
ﬂyﬁﬁbqﬁky‘se'boiocaréh en bafio Marfa a 37°C durante 5 o 10 min.
' Posteriormente se agrego a cada tubo 0.3 ml de suero de caballo
paré‘ inhibir “la accién de la tripsina. Se procedid a lavar las
células” con SAF 'y se determind el nimero de éstas en cada tubo
para posteriormente ser sembradas en medio de cultivo a una
concentracién de aproximadamente 6 X 106células por caja de
- Petri. En la técnica de microcultive se tripsinizarén las células
mediante el mismo procedimiente, solo que en esta ocasién se
utilizé el fémur de solo un ratén y se sembrardn 40 x 108cé1ulas
en cada pozo de la placa de cultivo.

PREPARACION DE MEDIOS CONDICIONADOS POR MACROFAGOS RESIDENTES
DE LA CAVIDAD PERITONEAL

Como una fuente conocida del factor FcRI se prepararén medios
condicionados . (MC)} por macrb6fagos residentes (MacR) activados con
lipopolisacaridos (LPS) provenientes de la pared celular de

onella typhimurium (Sigma Chem, USA) (MCMacRLPES).

Se sacrificarén ratones para proceder a lavar la cavidad
peritoneal inyectando 10 ml de SAF ,dandole en seguida una ligera
sacudida al animal con el objeto de suspender la mayor cantidad
de células residentes, y poder de esta forma recuperarlas al
extraer el SAF inyectado, El exudado se colocdé en un tubo de
pléstico frio para evitar la adherencia de los fagocitos a las
paredes del tubo. Se repitid este procedimiento de extraccién de
células pero utilizando en esta ocasidén solo Sml de SAF. Las
células obtenidas se lavardn con SAF, se contardn y se sembrardn
4 X IDGen caja de Petri de vidrio. Se incubardn durante 1 hora
en ME para permitir la adhesidn de los fagocitos al fondo del
recipiente de cultivo. Transcurrido este tiempo se procedié a
retirar el ME en el que iban todas aquellas células no adheridas.
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En seguxda se: adxcionaron ‘ml d' medxo de cultlvo ‘nuevo.y 1o ul
ml; ‘de’ LPS en ‘cada’ caja. " "Se
o cual ‘se- tecogxerén los MC y

de. ‘una soluc16n ﬁstock con 1 uc

incubardn 'por 4 dlas,,_después de

se centrxfugardn a .500g" por 5 mx 'para‘ellmxnar a:-las.células

se almacend el sobrenadante a: -zn°c haéta su uso.

PREPARACION. DE INMUNOGLOBULIRA G(IéGi

Se diluyd inmunoglobulina G (75 IgG, Labs. USA} en SAF . a
1:1600. Se guardardn 4 ml en tubos de ensaye 'y se conservarén
congelados a =-20°C hasta su uso. Siempre se uso el total de IgG
diluida una vez descongelada para evitar la’ pérdida de su

actividad.

PREPARACION DE ERITROCITOS SENSIBILI2ADOS CON ANTICUERPO

Con el objeto de obtener eritrocitos sensibilizados con
anticuerpo (EA) se obtuvo sagre de carnero mediante puncién
yugular en forma aséptica, e inmediatamente después se colocd en
una cantidad equivalente de solucién de Alsever {(1:1l} (apéndice
3) ‘para almacenarse a 4°C. La sangre se dejo en reposo durante
una semana y sSe utiliz6 sin exceder de un mes a partir de la
fecha de extraccién.

Para sensibilizar a los eratrocitos se lavarédn con SAF, para
posteriormente agregar 1IgG en una proporcidn de 1l:1, Esta mezcla
se resuspendid e incub6 en bafio marfia a 37°C durancte 30 min para
obtener eritrocitos cubiertos con anticuerpo. Los eritrocitos asi
obtenidos se lavardn con SAF para quitar el exceso de IGG no
absorbido por estos . Finalmente se resuspendierdon los
eritrocitos sensibilizados con anticuerpo (EA) en el doble del
volumen de SAF utilizado para su preparacidn y se almacenardn a 4

°C hasta su uso, sin exceder de 5 dfas.
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nmnammcmu DE LOS RECEPTOR ANATFC POR*/ FORMACTON

,DE ROSETAS EA.

con - -la’ f:nalxdad de determ;nar la“induccitn de receptores
para‘-Fc en las células de MO, se incubarén éstas en.presenCLa o
ausencia del factor inductor FcRI. Al término de 4 dias de
incubacién se revisarén los cultives al microscopio invertido,
después de corroborar visualmente el buen estado de éstas, se
procedio a separar las cé&lulas adheridas al sustrato de cultivo
mediante el uso de un gendarme de hule y junto con las células en
suspensidén se colocardn en tubos de ensaye para lavarlas en SAF.
En el dltimo lavado se desecho el sobrenadante y se adiciond 1ml}
de SAF a cada tubo, después de lo cual se agregardn 1l00ul de EA,
Se resuspendierdén las células y se centrifugardn a 500g por 5
min. Se incubardn por 30 min a 37°C en bafio Maria y se guardarén
en refrigerador por 24 horas mds. Al cabo de este tiempc se
resuspendierdn cuidadosamente mediante el uso de una pipeta de
cultivo de 2 ml, para proceder a determinar el porcentaje de
rosetas al microscopio. Se considerd como roseta débil a aquel
leucocito gue tenfa adherido a su membrana mas de 4 eritrocitos y
menos de 11, vy una roseta fuerte a aquel con mds de 11, La
evaluacién del porcentaje de rosetas se hizd al contar un minimo
de 200 células.

EVALUACION DE DATOS

Todos los ensayos se realizarén al menos dos veces y por
duplicado y se reportarSn sus promedios. En los casos en donde se
obﬁuviérén mds de 3 valores por ensayo, se procedid a realizar
una prueba de T de student para diferencia de medias con
variancias desconacidas con una confiabilidad del 95%.
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RESULTADOS |

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL FACTOR INDUCTOQ DE
RECEPTORES Fc  {FcRI) CONTENIDO EN UN MEDIO CONDICIONADC DE
MACROFAGOS RESIDENTES DE LA CAVIDAD PERITONEAL, EN PRESENCIA
DE LIPOPOLISACARIDOS DE ORIGEN BACTERIANO (MCMacRLPS).

Para la determinacidn de la actividad del factor FcRI, se
sembré médula Osea (MO) de ratén en presencia de 100 ul de
MCMacRLPS y al cabo de 4 dias se determind la aparicién de
receptores Fc mediante la evaluacién del porcentaje de células
con rosetas para EA. En los 6 ensayos que se realizardén se
-encontrd una gran variabilidad respecto a la capacidad inductora
del FcRI, pues en solo 2 ensayos se detectéd una clara induccién a
la aparicifn de receptores Fc.

En los dos ensayos en donde si se registro la actividad
inductora, se detectardn 13 y 14% de células con receptores para
Fc, siendo este porcentaje de aproximadamente el doble del que se
encontrd en los cultivos controles sin FcRI (8 1% 7%
respectivamente) (Tabla 1). En los cuatro ensayos en donde no se
aprécio activacidén por este factor se encontrd solo un 11, 8, 4
y 6% de receptores en presencia del FcRI y 9, 8, S5y 3% en su
ausencia.

La variabilidad de estos resultados dificulta detectar
eficazmente la presencia del factor FcRI. Por esta razbébn, con la
finalidad tanto de disminuir la cantidad de receptores para Fc
presentes en las células a2l inicio de los cultives, come para
apreciar mejor la activacidn debida al inductor, se decidi6’
preincubar las cé&lulas de MO con tripsina. La eleccibn de este
proceso enpzimdtico esta basado en la conocida sensibildad de los

receptores Fc a esta enzima. (8l).
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TABLA 1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL FCRI CONTENIDO EN EL MEDIO CONDICIONADO
DE MACROFAGOS PERITONEALES RESIDENTES, ESTIMULADOS CON LIPOPOLISACARIDOS,
MEDIANTE LA EVALUACION DEL PORCENTAJE DE CELULAS MIELOIDES CON ERITROCITOS
ADHERIDOS (ROSETAS) .

NUMERO DE ENSAYO

1 2 3 4 5 6
= ¥ = T = ¥ = ¥ T ¥ = ¥
F 3 8 3 7 6 3 4 8 3 3
D 3 5 - 8 s 2 5 3 6 3
- 6 13 3 11 8 8 7 14 5 4 3 6
6

Se cultivarén 8 x 10
100 ul del MCMacRLPS.

MCMacRLP5: medio condicionado de macrdfagos residentes activados con lipopolisacaridos.
F, roseta fuerte (mds de 1} eritrocitos). D, roseta débil{de 4 a 1l eritrocitos).T, to-
tales. (+) presencia de MCMacRLPS, {-) ausencia de MCMacRLPS.

células de médula Osea durante 4 dias en presencia o ausencia de
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DETERMINACION DEL EFECTO INHIBITORIO DE RECEPTORES PARA Fe
MEDIANTE : LA PREINCUBACION DE 'LAS* CELULAS' -ﬂbE, MO“CON
DISTINTAS CONCENTRACIONES ‘DE’ TRIPSINA. :

. La técnica ‘generalmente utilizada para separar células de
tipo. fibrobldstico del sustrato de cultivo es mediante la
incubacidn de &stas con una concentracion de 0.05% de tripsina
durante 10 min (101l). Sin embargo se sabe gue existe siempre
cierto porcentaje de muerte celular por este tratamiento. En
consecuencia y con la finalidad de reducir este efecto letal en
células de MO se decidid usar concentraciones de 0.008, 0.016 vy
0.032% durante 10 min. Sin embargo para determinar el dafio que
adn pudiera causar la tripsina a estas concentraciones, se
procedid a evaluar el ndmero celular despu€s de la preincubacibn,
para cada tratamiento. Encontramos que atdn a estas
concentraciones tan bajas de tripsina la toxicidad celular era
importante, pues de 6.62 x 106 en los controles sin tripsina se
obtuvierdn unicamente 4.75, 3.50 y 2.12 x 10% células en 1los
experimentos con las diferentes concentraciones de tripsina
(Tabla 2), sin embargo el efecto téxico de la tripsina no resulto
ser siempre el mismo pues cuando el experimento se repitid,
obtuvimos un resultado mds satisfactorio pues de 7.75 x 10
células en el experimento sin tripsina disminiyé a 6.00, 5.50 y°
5.00 % 106 células respectivamente.

Para evaluar en estas condiciones el efecto inductor del
FCRI, se procedié a cultivar estas células en presencia de 100 ul
de MCMacRLPS. Se encontro que unicamente cuando se empleo 1la
concentracién wminima de tripsina (0.008 %) la formacién de
rosetas fue similar a la de los cultivos en ausencia de tripsina.
En efecto en un experimento se obtuvo gue solo a esta Dbaja
concentracidn existid induccifén de rosetas pasando de 1 a 5%,
similar al control sin tripsina en donde paso de 1 a 8%. En este
mismo experimento las rosetas desaparecierén casi completamente
cuando se utilizé las concentraciones mayores de tripsina ( Tabla

2). En un segundo experimento también se presents el wmismo
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TABLA 2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL FcRI EN CELULAS MIELOIDES PREINCUBADAS 10 MIN.
CON DIFERENTES CONCENTRAGIONES DE TRIPSINA, MEDIANTE LA DETECCION DEL PORCENTAJE
DE ROSETAS Y LA EVALUACION DEL EFECTO TOXICO DE ESTA ENZIMA.

NUMERO DE ENSAYO

1 2
(%) CE ROSETAS NO. DE CELULAS (%)[E ROSETAS NO. DE CELULAS
- + (1% - + (105
CONCENTRACION CE TRIPSRR
(§3]
0.000 1 8 6.62 3 9 1.5
0.008 1 5 4.7 5 8 6.00
0.016 0 0 3.5 s .3 5.5
0.032 1} 1 R v 1 2 5.00

Sc cultivardn los diferentes nimeros de células de médula Gsea durante 4 dias en presencia o ausencia de
100 ul del MMacRLPS. MMacRLPS: medio condicionado de macrdfagos residentes activados con LPS.
(+) presencia de MCMacRLPS, (=) ausencia de MCMacRLPS.
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comportamiento, pero] lan iﬁduééién'del FcR1 fue menor. ya que
aumento en"ausgthSVudé;gripsina de-3.a. 9% y en presencia de:
0.008% de esta ‘enzima ‘de- 'S ‘a 8. Sin embargo "a las
concentraciones mayores‘ taﬁpoco se presentd activacién alguna
(Tabla. 2).

Estos resultados indican que aparte de la alta toxicidad que
en ocasiones se presenta en estas concentraciones de tripsina en
células de MO, no se logra observar con claridad la actividad
inductora del FcRI. En consecuencia se decidid reducir el tiempo
de exposicidn de estas células a la tripsina, para determinar si
se podia obtener condiciones en donde la toxicidad sea baja y una
mejor activacidén. Se decidid disminuir el tiempo, en lugar de la
dosis, pues suponemos que si se disminuye aun mds la

‘concentracidn de tripsina se pudiera llegar a la situvacibn en la

cual no se llegue a desactivar a los receptores para Fc,

Se procedid en consecuencia a repetir los experimentos pero
empleando en esta ocasidn un perfodo de solo 5 min de incubacidn
con tripsina. Una vez m&s se determind el posible dafio celular
causado por estas concentraciones de tripsina. En esta ocasién se
encontrd, al igual gque en el ensayo con 10 min, que existfa una
peqﬁeﬁa toxicidad cuando se utilizé la concentracidén de 0,.008%
respecto al control sin tripsina. Sin 'embargo en general no
existierSn diferencias en muerte celular al incubar durante 5 min
si se compara esta con la causada por las concentraciones mayores
de tripsina. Aungue los cuatro ensayos se comportardn en forma
semejante, el porcentaje de toxicidad fue diferente. En el caso
de mayor toxicidad la tripsina adn en sus concentraciones mds
bajas produjd una muerte celular de 36% (5.30 a 3.37 x 106 ¥y
mientras que en otro este fue de solo del 10% (6.37 a 5.75 x 106)
{Tabla 3).

Posteriormente se procedid a determinar en estas condiciones
la actividad del factor FcRI en cé&lulas de MO en presencia de 100
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. TABLA 3. . DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS DE MEDULA OSEA despues del tratamlento
CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE TRIPSINA DURANTE 5 MINUTOS.

NWMERO DE ENSAYO

3
_ COUENIRACION [E TRIPST — — —_—
®
0.000 530 6.3 8.00
©.008 337 e 575 , 85
0.016 160 . 5.25 450 U siey
0.032 2.80 5.00 8,20 ' . 5.20

El nimero de células para cada tratamiento se indica en millones.
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ul de MCMacRLPS. Al igual que cuando se incubd durante 10 min, al
incubar por solo 5, se obtuvd que solo a la concentraci6n més
baja de tripsina (0.008§) se detectd una clara induccidn. Sin
embargo los valores  en presencia del factor fuerdn mucho mis
elevados, pues en los cuatro ensayos efectuados se obtuvd desde
15 hasta 26% (Tebla 4). Ademds en todos estos ensayos la
activacién del FcRI resultd ser siempre de casi el doble de 1la
encontrada en el control sin el factor. A concentraciones de
tripsina mayores (0.016 y 0.032%) la induccidn fue muy pequefia,
llegando en casos a ser aun menor que en el control. Vale la pena
mencionar gque en ausencia del tratamiento con tripsina la
induccién por el FcRI fue muy variable. En efecto en un caso no
existid activacién alguna (10 a 10%), en otros dos esta fue
pequedia (13 a 19 y 19 a 27%) y solo en un caso fue del doble (8 a
17%) {Tabla 4). Como este incremento al doble solo se presenté en
un casy en ausencia de tripsina y en todos los casos cuando se
utilizs la concentracién de 0.008% consideramos que el

tr2* .. iento con tripsina a esta concentraciédn estabiliza el

ersayo,

AUn tomando en consideracidn que solo a la concentracién de
0.008% de tripsina la activaciSn del FcRI es evidente y con 1la
finalidad de satisfacer en forma numérica la significancia de
nuestros resultados, se decidid$ realizar una prueba de hipb6tesis
acerca de la diferencia de dos medias Ul(control) - U2(resultado
activade con FcRI) con varianzas desconocidas y diferentes. Se
observd que el estadigrafo de contraste de hip6tesis para los
distinfos tratamientos {t de student), de menor a mayor
concentracidn fue de 1.356, 4.245, 0.433 y 0.846, con respecto al
estadigrafo de contraste tedrico que va de -1.94 a 1.94 (Tabla
5). Esto indica que 3 de los estadigrafos calculados caen dentro
de este intervalo y solo el estadigrafo 4,2449 que pertenece al
tratamiento 0.008% de tripsina esta fuera de €1, y por lo tanto
es el dnico que rechaza la hipdtesis nula, aceptando la hip6tesis
alterna (Ul - uz2 =/= do0), sefialando que existe en este
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TABLA 4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL FACTOR FcRI EN CELULAS MIELOIDES PREIN
CUBADAS 5 MIN. CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE TRIPSINA, MEDIANTE LA DE
TECCION DEL PORCENTAJE DE ROSETAS,

NUMERO DE ENSAYO

-t 2 N s

CONENIRCION [ TIPS ) " poﬁcsnjrnas ’ DE " RoseTas E N
g)ooo 10 1 L 19 , 27 13 19 8 17
0.008 8 15 13 26 i S 19
0,016 8 8 “u- . 2 10 9 R R
0,032 10 6 13 16 6 10 B . 13

Se cultivaron células de médula dsea durante 4 dias en presencia o ausencia de 100ul
de MCMacRLPS. MCMacRLPS: medio condicionado de macrdfagos residentes activados con -
LPS. {+) presencia de MCMacRLPS, (=) ausencia de MCMacRLPS.
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ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVID}.\D:DELV FACTbB FCRIVEN CELULAS MIELOIDES PREIN

TABLA 5.
CUBADAS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE TRIPSINA DURANTE 5 MIN.
T STUDENT
MERIAS VARIANZAS - = ) -& NIVEL DE SIGNIFICANCIA
- - 2 2 o B
s 5
% 5 % % o = 0.05
CQURVRCIN LE TRIPSTN 142
(%) L L) Z. A
0.000 12,50 185 | 23.00 . 48.91 L35 Z.R s Z.R
-1.9 +1.94
0.008 9.50 2.0 7.0 20.66 4.245 to M, - My = Be
H-'i/u, _/“‘l- = AD
2
0.015 9,50 0o 1.e 3%6.66 0.433 [ % + Sg ]
__E‘L_“z_
=6
Elt
1
0.0z 9.00 ns 1000 18.24 0.846 [“—] E—]
M “2

n+l ngpl

Prueba estadistica: Distribucion T de Student con varianzas desconocidas y diferentes,
indica que no existe diferencia en las medias.

Ho : hipStesis nula,
hipdtesis alterna,

Ha

/u

il

indica que existe diferencia en las medias.
media poblacional, gl: grados de libertad, n: nimero de ensayos.



tratamiento . una' diferencia significatiQa éon una’ confianza’ del
95% - (tabla 5). : . B - ok

DETERMINACION DEL EFECTO INHIBITORIO DE RECEPTORES PARA Fc
POR LA TRIPSINA EN CELULAS DE MO.

Una vez determinado que la preincubacidn durante 5 min con
0.008% de tripsina representa una mejoria importante al ensayo
del FcRI, se procedié a determinar el efecto que en estas
condiciones sufrfan los receptores para Fc en cé&lulas de MO. Para
ello se wutilizardn tanto células recien obtenidas de la médula
dsea, como aquellas que fueron cultivadas durante 4 dfas en
presencia, como en ausencia del FcRI. Nuestros resultados

-indicarém dque la preincubacidn con tripsina en células recien
obtenidas de MO, produjd una reduccidn de mds del 50% de 1los
receptores para Fc. En los dos ensayos reaiizados esta reduccidn
fue de 10 y 9 % a solo el 4% (Tabla 6)}. Estos resultados
concuerdan con la observacién conocida de que la mayoria de los
receptores para Fc son sensibles a esta proteasa. Se encontrd que
atdn en los cultivos en ausencia del FcRI se obtuvé una induccidn
a la aparicién de receptores para Fc, ya que en los cultives sin
preincubacidn aumentd de 10 a 14% y de 9 hasta 23%, mientras que
en presencia de la preincubacién pas6 de 4 a 78 y de 4 a 1lis.
Este aumento en ausencia de factor inductor puede deberse a la
secrecién de factores inductores por otras células presentes -en
la MO.

Aunque en todos estos casos existid una activacién en
ausencia del MCMacLPS, aquella realizada en presencia de este
inductor y con preincubacién con tripsina fue mids significativa.
Esta significancia se reflejo en el hecho de que cuando se
efectud 1la preincubacién el inductor produjé un aumento de 7 a
19y y de 11 a 29%, mientras que en ausencia de la preincubaci6n
paso de solo 14 a 17y y de 23 a 29% (Tabla 6).
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TABLA 6. DETERMINACION DEL EFECTO INHIBITORIO DE RECEPTORES PARA Fc POR LA TRIPSINA EN
CELULAS DE MEDULA OSEA, MEDIANTE LA DETECCION DEL PORCENTAJE DE ROSETAS.

NUMERO DE ENSAYOQ

1 2
DIAS DE INCURACION 0 4 U B, B
- + - +

() DE ROSETAS '(t),iDE:--;ROSETAS

PREINCUBACTION e -

CON TRIPSINA 4 719 . o

SIN : : i R o

TRATAMLENTO 10 14 17 9 23 29

Se sambraron aproximadamente 8 x 10° células de médula Gsea en presencia o ausencia de 100 ul de MMacRLPS.

MMacRLPS: medio condicicnado de macrdfagos residentes activados con LPS. (+) presencia de MOMacRLPS, (-)
ausencia de MCMacRLPS. las células fuerdn preincubadas con 0.00B% de tripsina durante Smin.
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De estos resultados puede entenderse que en. principio la
tripsina  sirve para disminuir 1la cantidad de receptores de
membrana en células mieloides, pero que probablemente también
sirva para hacer sensibles a estas células a la accién del factor
FcR1.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL FACTOR FcRI CONTENIDO EN
DIFERENTES MCMacRLPS, EN CELULAS DE MO.

Para determinar la actividad inductora del MCMacRLPS se
evaluarén 3 medios condicionados MC, Para ello se utilizé como
fuente de activacién 100 ul de cada MC y la técnica desarrollada
que nos garantizaba una baja toxicidad en cé&lulas de MO, o sea
mediante una preincubacién de 5 min con 06.008% de tripsina.

Nuestros resultados muestran gue una vez mids en los cuatro
ensayos realizados el porcentaje de rosetas obtenido en 1los
cultivos control sin tripsina fue mayor que cuando la tripsina
estaba presente. Estas diferencias no siempre fuerén semejantes
pues en un extremo se tuvo una reduccién de 6 a 2% mientras que
en otro de unicamente 14 a 13% (Tabla 7). Asimismo encontramos
que en ambos controles ya sea con © sin tripsina los resultados
fuerdn muy hetercgeneos, ya que se tuvierdn valores tan bajos
como del 2% y tan altos como del 19%. Con respecto a la actividad
inductora de los tres diferentes MC encontramos que en ausencia
de tripsina la induccion fue de menor cuantfa que la presentada
por los cultivos preincubados con tripsina. Por ejemplo en los
cultivés sin preincubacidn con tripsina la activacién inducida
por los MC nunca llegardn a ser de m&s del doble de agquella
presentada por los controles sin MC. Es mds en un par de ensayos
esta fue tan baja que se observd variaciones miximas de un 14 a
17 y de un 19 a 26% (Tabla 7). Aungue hay que mencionar gue
existierdn casos en los cuales la induccién fue casi nula. Sin
embargo cuando se wutilizé la preincubacién con tripsina 1la
induccién mediada por los diferentes MC empleados dierdn siempre
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TABLA 7. DETERMINACION EN CELULAS DE MEDULA OSEA DE LA ACTIVIDAD DEL FACTOR FcRI CONTENI
DO EN DIFERENTES MEDIOS CONDICIONADOS DE MACROFAGOS RESIDENTES ESTIMULADOS CON
LIPOPQLISACARIDOS (MCMacRFPLS).

NUMERO DE ENSAYO

[ T S T g el s T

CONTROL 6 2 ';9' 8
MOMacKLPS 1 10 8 2 22
MOMAcRLPS 2 9 10 20 25
| MCMacRLPS 3 - - - B 14 35 26 29

Se sembrardn aproximadamente 8 x 1% células de médula Gsea en presencia o ausencia de 100 ul de MC<
MacRLPS. T : células preincubadas con 0.008% de tripsina durante 5 min. S: células sin preincubacién.
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cuando menos el doble. En particular se obtuvd un incremento de
5 veces al pasar de 2 a 10% en un ensayo y de mis de 3 veces en
otro al pasar de 8 a 29% (Tabla 7).

Una vez maAs encontramos una heterogeneidad en nuestros
resultados. Como la induccién fue tan baja en los cultivos sin
preincubacidn con tripsina fue muy dificil determinar cual de los
tres MC presentaba la mayor actividad, sin embargo este problema
no se presentd en los cultivos con preincubacidn ya que al
existir diferencias importantes se observé cual tenfa la mayor
actividad, y cual la menor. Estos resultados indican la ventaja
de utilizar en forma rutinaria la preincubacién con tripsina en
los ensayos de evaluacidn de la actividad inductora del FcRI.

DISENO DE UNA TECNICA DE MICROCULTIVOS PARA LA EVALUACION DEL
EFECTO INDUCTOR DE RECEPTORES Fc POR EL FcRI EN CELULAS DE MO

Una vez establecida una técnica confiable para la evaluacién
del efecto inductor del FcRI en células de MO, se procedid a
disefiar una técnica de microcultivo. Esta técnica se hace
iméeriosa con la finalidad de emplear para un mismo fin un ndmero
reducido de células, asi como de dismunuir el costo de dicho
ensayo. La ventaja de llegar a utilizar pocas células se refleja
en el hecho de que al emplear el fémur de un sclo animal se
evitarfa 1la posible existencia de fendmenos de incompatibilidad
inmunolégica entre las diferentes poblaciones celulares y nos
permitiria el extrapolar estos experimentos al ser humano en
donde la posibilidad de disponer de cepas singénicas es
inexistente.

Para ello se realizardn cuatro ensayos donde se utilizarén
tanto 1las cé&lulas de MO de cada ratén por separado, como la
mezcla de todos ellos. Los porcentajes de rosetas determinados
para la células de MO del ratén 1,2,3,4 v la mezcla de células
fue de 16, 20, 17, 29 y 28% sin preincubacién con tripsina,
respecto a 9, 11, 10, 15 y 14% de su control sin McMacR; y para

36



las céiulas con;pféincubaciﬁn,fde‘del35;"29L’*34, 26y 44%;:cdn”
respecto a’15, 15, 18,15 y 12% de su control sin McMacR-(tabla
8). ' » S

Al igual que lo obtenido mediante las técnicas de
macrocultivo anteriormente descritas se percibe con mayor
claridad la actividad del factor FcRI en las células tratadas con
tripsina en comparacidn con las células sin este tratamiento.

Para determinar una vez mds la efectividad del manejo de los
microcultivos , tanto en el ahorro de material como en 1la
veracidad de sus resultados, se hizd un experimento similar al
anterior, solo que en esta ocasién se determiné el porcentaje de
rosetas a tiempo cero y despuds de 4 dias de cultivo. Se
realizardn 3 ensayos con células de MO de ratdn tratadas
separadamente y la mezcla de éstos. Los resultados mostrardn que
el porcentaje de rosetas a tiempo cero para el ratén 1, 2, 3y
la mezcla fue de 0, 5, 15y 2% en células sin tratamiento con
tripsina; y en células con tratamiento se encontré un 1, 5, 3 y 3
8 respectivamente. Despuds de 4 dias el porcentaje de receptores
fue para células sin este tratamiento de 40, 24, 20 y 20% con
respecto a 36, 10, 12 y 10% de su control sin McMacR. Para las
células con tripsina fue de 53, 23, 35y 27% con respecto a 34,
10, 11 y 10% de su control sin McMacR, respectivamente (tabla 9}.

Nuestros experimentos muestran que aunque se presentd también
una gran heterogeneidad entre 1los diferentes ensayos, se
obtuvierdn semejantes resultados que con los macrocultivos. Sobre
todo en. lo que respecta a la ventaja de utilizar la preincubacién
de 1la células con tripsina y el hecho de que aunque existe
induccidén a la aparicibn de receptores para Fc en ausencia de
FcRI exdgeno, la induccién es netamente superior al agregarse

este factor.
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TABLA 8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL FACTOR FeRI EN CELULAS MIELOIDES, MEDIANTE
LA TECNICA DE MICROCULTIVO.

_12RATON_ 22RATON 32RATON 42RATON 5 2MEXTA CHILAR
- + = + - + - + - +
PORCENTAJE DE ROSETAS
PRETRATAMIENTO 0
CON TRIPSINA 15 35 15 29 18 34 15 26 12 44
SIN
TRATAMIENTO 9 16 1u 20 10 17 15 29 14 28

Se sembraron aproximadamente 4.5 x 105

de cé&lulas mieloides en presencia o ausencia de
MCMacRLPS. MCMacRLPS: medio condicionado de macrdéfagos residentes activados con LPS. =~

(+) presencia de 4ul de MCMacRLPS, (-} ausencia de MCMacRLPS,
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TABLA 9. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL FXCTOR FcR1 EN CELULAS MIELOIDES, POR RATON
¥ SU MEZCLA CELULAR, MEDIANTE LA TECNICA DE MICROCULTIVO.

12 RATON 22 RATON 32 RATON SSMEZCLA CELULAR
DIAS [E NOABCHN 0 4 )] 4 0 4 0 4

PORCENTAJE DE ROSETAS

PREINCUBACION

OO TRIPSINA 1 34 53 5 10 23 3 11 35 3 10 27
SIN
TRATAMIENTO V] 35 40 S 10 24 15 12 20 2 10 20

Se cultibardn aproximadamente 4.5 x 10° celulas de m&dula Ssea durante 4 dias en presen
cia © ausencia de MCMacRLPS. MCMacRLPS: medio condicionado de macrdfagos residentes ac-
tivados con LPS. (+) presencia de MCMacRLPS, (-) ausencia de MCMacRLPS.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En los dltimos afios las ciencias Bioldgicas han avanzado a
pasos agigantados. Entre los logros mis importantes se encuentran
los estudios de moléculas de origen bioldgico cuyas propiedades
son la de regular el comportaniento de los sistemas de los seres
vivos. A estas moléculas se les ha dado el nombre de
modificadores bioldgicos, Entre los mds conocidos hoy en dfa se
encuentra el interferén, 1las interleucinas y las hemopoyetinas.
Es indudable que en un futuro no muy lejano se wutilicen estos
reguladores para controlar y curar muchas de las enfermedades que
nos aquejan hoy en dia, ya que al ser secretadas por el propio
individuo no tienen en la mayoria de los casos los problemas de
alta toxicidad asociados con los medicamentos existentes
actualmente.

Uno de los sistemas que garantizan la sobrevida del ser humano
en  nuestro planeta es el sistema de defensa inmune., Dentro de
esté sistema se encuentran las células gue portan los receptores
para anticuerpos y forman la primera linea de defensa contra
microorganismos 0 cuerpos extrafios. Recientemente se ha
identificado 1la existencia de un modificador biolégico que tiene
la propiedad de inducir la formacién de receptores para
inmunoglobulinas en células inmunocompetentes. A este factor se
le ha designado con el nombre de FcRI. Es evidente que el estudio
y purificacién de este factor deba tener en los préximos afios una
importancia significativa dentro del area de la salud.

Por otra parte los avances tecnoldgicos nos han llevado a la
posibilidad de wutilizar las técnicas de la ingenieria gendtica
para la produccidén de moléculas utiles al hombre. De tal forma
que se ha introducido a microorganismos una informacién
genética semejante a la que codifica ciertas proteinas del
genoma humano. Por lo tanto, las bacterias al proliferar secretan
al medio de cultivo grandes cantidades de estas molé&culas, las

cuales se han denominado recombinantes. Muchos de los
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modificadores biol6gicos estudiados hoy en dia se encugntran
justamente producidos de esta manera.

Es evidente que si se desea estudiar la utilidad del FcRI en
los sistemas bioldgicos, el obtenerlo en forma recombinante
facilitaria el logro de esta meta. Para poder llegar a esta etapa
de sofisticacidn es necesario el poder purificar previamente a la
molécula, y para ello deben ser desarroliadas técnicas de
deteccidn bioldgica sencillas y reproducibles.

En este trabajo se desarrolld una técnica capaz de permitir
la medicién de la actividad del factor FcRI en forma confiable,
repetitiva y expedita. Para ello se considerd indispensable el
desarrollo de una técnica de microcultivo, por la conveniencia
tanto del ahorro en el uso de células y de reactivos, como por la
de permitir el empleo de un solo animal evitando de esta manera
las posibles reacciones de rechazo inmunoldgico. Ademds, el
desarrollo de wuna técnica que utilice un solo animal tiene 1la
gran ventaja de poder ser extrapolade al ser humano, en donde
evidentenente se trabaia siempre con células del propio

individuo.

Como células de prueba, se emplear6n aquellas de la médula
6sea de ratdn puesto que fue con ellas donde se descubrié 1la
existencia del FcRl y como fuente del factor se utilizd el medio
condicionado por macréfagos residentes de la cavidad peritoneal,
estimulados ip vitro con lipopolisacaridos de origen bacteriano

{MCMacRLPS), pues se encontré que los macréfagos representaban
una fuente muy activa del FcRI. Aungue este medio result§ ser
como se esperaba rico en FcRI, en algunos ensayos su actividad
inductora no se puso de manifiesto. Esto nos hizd pensar en la
posible existencia de un requlador negativo, producido por alguna
del las multiples células que existen en la m&dula 6sea.

Puesto que se sabe que la mayorfa de 1las cd&lulas gue
intervienen en los procesos de regulacidn tanto positiva como
negativa en la hematopoiesis son mediados por receptores de
membrana, supusimos que si pudiesemos eliminar a estos
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receptores, podriamos 1llegar a disminuir este efecto regulador
negativo. Por esta razfn se realizd§ un pretratamiento enzimidtico
con tripsina para eliminar a todos aquellos receptores sensibles
y de esta manera partir de unas condiciones celulares en donde
los procesos de regulacidn negativa esten disminuidos. Por otro
lado si tomamos en consideracidn que uno de 1los problemas
encontrados durante nuestros ensayos fue la heterogeneidad del
nimero de receptores para Fc en nuestras células de médula 6sea,
entonces el pretratamiento con tripsina tendria 1la segunda
ventaja de disminuir importantemente a &stos, garantizando de
esta manera una mayor homogeneidad en nuestras condiciones
experimentales,

Nuestros resultados mostrarén tal y como era esperade que la
administraci6n de tripsina a las células de médula Ssea disminuia
en mds del 50% el numero de receptores para Fc y que el efecto de
requlacién negativa se eliminaba importantemente. En efecto
obtuvimos que las células mieloides preincubadas con 0.008% de
tripsina durante 5 min presentarén la mejor induccién de
receptores por el FcRI en comparacifn a las otras concentraciones
de tripsina y tiempos de incubacién ensayados. En consecuencia
estas condiciones permitian obtener una diferencia significativa
en la induccién de receptores en ausencia y en presencia del
FcRI, abriendo el camino para un ensaye confiable, estable y de
fdcil evaluacién.

Con respecto al efecto téxico de 1las concentraciones de
tripsina en las células se encontrd una pequefia disminucién en el
nimero - celular, del 24% en promedio, con la concentracidn de
tripsina seleccionada. Sin embargo de un ensayo a otro se
encontrd cierta heterogeneidad en la disminucidn celular mediada
por la toxicidad de la enzima. Creemos que este hecho sefiala la
posibilidad de que no todas las células mieloides presentan la
misma sensibilidad por la tripsina, y tal vez el grado de
sensibilidad de estas células puede depender de la cantidad de
receptores que presenten en su membrana y de que tanto sean
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sensibles éstos a la tripsina.

Como el factor FcRI es contenido en los MCMacRLPS, se penso
que todos ellos producirian regularmente la misma intensidad de
la actividad de este factor. Sin embargo, se encontré que
existen MCMacRLPS mds activos que otros, lo c¢ual indica 1la
existencia de variaciones en la secreci6n del factor por estas
células fagociticas. Aunque no tenemos una explicacién concreta
de este comportamiento, creemos que posiblemente estas
variacjones dependan de la fase del ciclo celular epn que 1la
mayoria de éstas se encontraban al momento de ser activadas con
LPS. Por otra parte esta variacidén en la secrecién del factor se
puede aprovechar para encontrar el MCMacRLPS mds active y con el,
facilitar los estudios para su purificacién., Estos resultados
‘abren el camino para que se estudien las condiciones ideales
para que estas cé&lulas sean capaces de secretar este factor, para
la obtencién de wuna buena fuente productora que nos lleve a
intentar una purificacidn bioquimica.

Con respecto a la técnica de microcultivos, resulto ser itil
en el ahorro de material tanto bioldgico como quimico, de tal
manera que si se empleaban antes 40 ml de medio de cultivo, ahora
se émplean 1.6 ml de este. Con respectn al material biolé&gico, si
se utilizaban 64 millones de cé&lulas, ahora solo 3.6 millones de
ellas. Ademds 1los resultados obtenidos en estos microcultivos
mostrarén una vez mis que las cé&lulas mieloides preincubadas con
tripsina 0,008% presentan diferencias significativas {(de 18.25%
con preincubacidn y de 8.00% sin preincubacién, en promedio) con
los cultivos en ausencia de ésta.

También es importante sefialar que en los cultivos tratados con
tripsina se presentardn dos hechos interesantes. El primero
consistié en que aunque en uno de los experimentos se encontrd
que las células mieloides provenientes de los ratones tratados
por separado presentardn una respuesta similar entre si a 1la
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induccién de receptores por el FcRI, la mezcla celular presenté
un importante incremento (de 12 a 44%, Tabla 8). El segundo hecho
interesante fue que en otro de los experimentos las células
mieloides de uno de los ratones manifiesto una mayor cantidad de
receptores Fc, en comparacién tanto con .las otras células
tratadas individualmente como con la mezcla celular (de 34 a 53%,
Tabla 9). Cabe mencionar que la regulacién de la diferenciacién
hematopoyética puede ser modulada por diversos tipos celulares,
como lo son las células T, las cuales secretan linfocinas
inductoras de la hematopoiesis, o las c¢élulas NK las cuales
secretan linfocinas inhibidoras de esta respuesta. Uno de 1los
principales problemas que se presenta en el ser humano cuando se
intenta efectuar transplantes de Srganos es el alto grado de
rechazo inmunoldégico que se presenta, este rechazo esta mediado
por el reconocimiento del linfocito T del aceptor de un complejo
mayor de histocompatibilidad diferente en las células del
donador. Este reconocimiento dispara una respuesta tal que el
6rgano es rechazado ripidamente. Es conocido que para gue este
rechazo se presente es necesario la presencia funcional de los
receptores del 1linfocito. Siendo gque nosotros trabajamos con
ratones de una cepa abierta no singénica, sugiere la posibilidad
de encontrar problemas de histocompatibilidad al mezclar 1las
células mieloides de distintos individués, ya que en la médula
6sea existe una gran diversidad de células, entre las cuales se
encuentran los linfocitos T que al mezclarse pudieran reconocer
diferentes protefnas del complejo mayor de histocompatibilidad.
Este reconocimiento provocaria una activacién inmunolégica que
tendria como consecuencia la secrecién de factores del tipo de
las interleucinas. Estas interleucinas tienen la propiedad de
activar a las células fagociticas en sus funciones, haciendo que
adn en ausencia del factor regulador se induzcan receptores para
Fc. Puesto que nuestro objetivo era determinar la actividad
inductora del FcRI, era evidente que se deberfa de evitar
reacciones inmunoldgicas del tipo descrito. Como la cepa de

ratones gque se utilizé era abierta entonces se podria esperar la

44



existencia de reacciones inmunoldgicas . al mezclar diferentes
tipos de células para un ensayo con FcRI. Consideramos que para
evitar este tipo de problemitica era conveniente eliminar el
reconocimiento de wun linfocito de un animal a las células de
otro, para ello se penso en dos alternativas. En una se utilizé
una preincubacidn con tripsina para eliminar a los receptores del
linfocito T y la segunda en la cual se desarrollo una técnica de
microcultivo, la cual por requerir pocas células permitid el
efectuar multiples experimentos con las células de un solo ratdn.

Finalmente mencionaremos dgue creemos haber obtenido una
técnica sensible a la presencia del factor FCRI contenido en el
MCMacRLPS al preincubar células mieloides en 0.008% de tripsina
ya, que con este pretratamiento se presenta una diferencia
significativa entre los cultiv&s con el factor y sus respectivos
controles. Aunado a esto la aplicacién de la técnica de
microcultive facilitar4 el aislamiento de este factor. Ademés,
esta técnica no solo ayudaria a monitorear al factor FcRI, sino a
todo aquel factor que presente propiedades similares a este.
Asimismo es importante el estudio de este factor ya gue no solo
aypdaria a contribuir en los conocimientos de los mecanismos de
la diferenciacion hematoldgica e inmunofagocitica en la ciencia
bésica, sino que también podrfa tener aplicaciones diagnésticas
mediante la produccién de anticuerpos que permitiera indicér en
fofma inmediata la existencia de niveles anormales del factor en
el organismo, Yy terapedtica donde un incremento de receptores en
el organismo sea de utilidad. Asimismo en un future poder ser
aplicado no solamente a personas con defiencias de este factor
sino que también pueda ser administrado como un medicamento
preventivo a las diversas enfermedades infecciosas tan frecuentes
hoy en dia, como es el catarro entre otras.
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APENDICE 1

MEDIO MINIMO ESENCIAL DE EAGLE

Este medio se utilizé para mantener a los cultivos celulares
en condiciones normales in vitro. A continuacién se mencionan los
componentes quimicos gue constituyen este medio.

Aminoacidos mg/l’
L-Arginina 84.0
L-Cistina 62.57
L-Glutamina 584.0
Glicina 3000, :
L-Histidina HC1.H O “742.0

~ L-Isoleucina : 105.0
L-Leucina 105.0
L-Lisina HC1 ' 146.0
L-Metionina 30.0
L-Fenilalanina 66.0
L-Serina 42,0
L-Treonina 95.0

. L-Triptéfano 16.0
L-Tirosina (sal disédica) 104.2-
L-Valina 94.0
Vitaminas ‘nig‘/ll .

D-Ca pantotenato

Cloruro de colina ) ’ 4.0
Ac. fdlico .

Inositol : 7.2
Nicotinamida C RN
Piridoxal HC1 ) : 4.0
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Riboflavina

Tiamina

Sales inorgdnicas

Cloruro de
Nitrato de
Cloruro de
Clorure de
Sulfato de

calcio anhidreo

fierro III nonahidratado
sodio

potasio

magnesio anhidro

Fosfato monosédico monohidratado

' Qtros compuestos

L-Glucosa
Rojo fenol

-

. En 950 ml de agua destilada,

agitando

ligeramente,

“mg/1

200.0
L6k

.6400.0
400.0

97.0
125.0

mg/1

4500.0
15.0

se diluyd el medio en

40000

polvo
se adicionardén 3,7 g/1 de bicarbonato de

sodio vy antibiéticos como Penicilina G 100 U/ml y estreptomicina

100 ug/ml.

Posteriormente se afor$§ a un volumen de 1000 ml y

se

agitS hasta disolverse, sin sobre agitar. El medio fue ajustado a

un pH de 6.9 ¥ después se Filtré con
{Millipore, USA) con un tamafio de poro de 22 micras.

el medio se

almacen§ a 4 *C hasta su uso.

APENDICE 2

filtros millipore

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS

Esta solucién se uso para mantener a las células
condiciones fisiol&gicas estables durante periodos cortos.

Finalmente

en
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capacidad amortiguadera es proporcionada por 1las sales de
fosfato. Los componentes fuerdn diluidos en un volumen final de
1000 ml de agua bidestilada.

Compuestos gr
Clorurc de magnesio 0.1
Clorure de calcio 0.1
Cloruro de sodio 8.0
Clorurc de potasio 0.2
Fosfato monodcido de sodio 2.16
Fosfato didcido de potasio 0.2

El cloruro de magnesio y el de calcio fueron dilufdos en
100ml de agua bidestilada. Las restantes sales, por separado se’
diluyerdn en 800 ml de aqua bidestilada y posteriormente se
adicionardn los 100 ml que se preparardn inicialmente. En segquida
se aford a un volumen final de 1000ml, y esta solucidn se ajustd
a un pH de 7.2 a 7.4; despuds se esterilizd la solucifn
utilizando filtros de membrana (Millipore, USA) con un didmetro
de poro de 22 micras. Finalmente la solucidn se guardd a una
temperatura de 4 *C hasta el momento de su uso.

APENDICE 3
SOLUCION DE ALSEVER

Esta solucidn permite mantener a los eritrocitos de carnero
en condiciones estables por largo tiempo, aproximadamente 30
dias, a una temperatura de 4 - C. La fdrmula expuesta abajo es una

modificacién de la fdrmula original de Alsever.
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ESTA TESIS NO DEBE
SWIR BE {A 2ISUIOTECA

Companentes:

Dextrosa 20.5 g
Citrato de sodio dihidratado 8.0 g
Acido cftrico monohidratado 0.55 g
Cloruro de sodio 4.2 g

Agua destilada 1 litro

En 900 ml de agua destilada se disolvierdn sucesivamente cada
una de las sustancias, posteriormente se aford a un volumen de
100mi. La solucidn se ajustd a un pH de 6.1 y se esterilizd en
autoclave, Finalmente se guardd a una temperatura de 4°C hasta su
uso. Esta solucidn se utilizd para colocar los eritrecitos de

'carnerc en una proporcidn de 1:l.

AN
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