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RE()UMEN 

Los rrucr6fagos ron clllulas que tienen uro fun:::i6n determinante en la 

defensa del organismo contra cuerpos extraños. Se han estudia

do varias actividades de estas c~lulas como son: la producci6n 

de una amplia variedad de enzimas y componentes del sistema del 

comple~ento, as1 como la de inductores a la proliferaci6n de -

precursores mieloides y fibroblastos. Asimismo, estas células

intervienen directamente en la eliminacic".ln específica de an-

t1genos mediante la formaci6n de receptores para la porci6n -

Fc de las irununoglobulinas y para el tercer componente del co~ 

plemento. Los macr6fagos de la médula 6sea presentan una amplia 

heterogeneidad en la formaci6n de receptores Fe y CJ. Las pos~ 

bles causas de tal heterogeneidad pueden ser la edad del ani-

mal, el sexo, cepa, estado de salud del ratOn, o bien, a la -

existencia de subpoblaciones celulares as1 como al estado de -

diferenciaci6n de las c~lulas. 

En este trabajo se ensay6 con m~dula Osea de 3 distintas e~ 

pas de ratones encontrándose variaciones en los porcentajes de 

rosetas Fe en cada una de ellas. Para determianr si el estado 

de uiferenciaci6n de las células era la causa de la variabili

dad, se eliminaron las células maduras mieloides aprovechando 

su cualidad de adherirse al sustrato de cultivo, as1mismo, se 

removieron de la médula las c~lulas ma~uras provocando su mi

graci6n hacía la cavidad peritoneal. 

En nuestros resultados se m::istr6 que al eliminar a las células adheren

tes, ro se evit6 la heterogeneidad, sin anl:argo, al rE!IPVer la reserva me

dular se logr6 cierta tn¡pgeneidad en el porcentaje de rosetas. As:iciamJs 

esto ro al estado de difcrenciaci6n celular, siro a las oorrliciones de sa

lud del an.i.m:i.l , 

r«:> se detect6 en el mmio oondicionado por macrOfagos alvrolares, ni -

FcRI ni M:;I. Sierrlo que el FcRI se detect6 en el medio condiconado de ma

cr6fagos inducidos a la cavidad peritonml, su¡::onrnos que el macr6fago aL 
voolar tenga un origen diferente al de los peritoneales, o bie.n, que se

cncuentre en un estado de diferenciaci6n distinto. 



TABLA DE 

ABRBV ATURAS 

C-I: Cepa CD-1 del Rioterio de la E.N.C,P.-Zaragoza. 

C-II: Cep.:i CD-1 dol Bioterio del CH:VESTi\V, I.P.N. 

C-lil: Copa NMR-1 del Bioterio del CINVESTAV, I.P.N. 

C-IV: Cepa NIH del Bioterio del Hospital General de la S,S,~. 

Fe: Fraccion cristalizable de las inmunoglobulinas, 

l'.:iL: Fracci6n ligadora del antigeno (del inglés, Praction Antigen-
lii nJ: :1g J • 

M. E.: MeJ10 de Eagle 

M.C.: Medio de Cultivo. 

SAF: Sol u e ión Amortiguadora ele Fosfatos, 

se: Suero de Caballo, 

EA: Eritrocitos Activados con Anticuerpo. 
EAC: Eritrocitos Activados con l\nticuerpo mc1s Complemento, 

l 

f'cRI: Inductor de receptores Fe (del inglés, fe Receptor Inducer), 

C3RI: lndu:tor de Receptores C~b (del inglés, C3 Receptor Unducer). 

LPS: Lipopolisacárido de Salmonella tiphy:nurium, 
SE: Suero EndotOxico. 

MCP: Medio Condicionado de PulmOn. 

MCM: M~dio Concidionado de Macr6fa9os Peritoneales. 

MCMA: Medio Condicionado de Macr6fagos Alveolares. 

d.e.: desviaci6n estandard. 

c.v.: coeficiente de variación. 



l. INTRODUCClON 

l .1 • Difer~uci6n Celu.14r. 

Un organismo superior no es un clon formado por c~lulas id~nti
cas resultantes de las sucesivas divisiones del huevo, pues en su 

desarrollo interviene la diferenciaci6n, Las diversas estirpes cel~ 

lares procedentes de un huevo presentan sus propias caracterlsticas, 
la diferenciaci6n se manifiesta desde las primeras divisiones del 
huevo, tal vez como consecuencia de una desigual distribuci6n de los 

productos de reserva en las distintas c~lulas (1), o como resultado 

de las interacciones núcleo-citopl&smicas que producen una progres~ 
va individualizaci6n del citoplasma y una creciente especializaci6n 

de los nacleos de las células en particular (2). 
La dfcada de los 70 1 s vi6 el desarrollo de t~cnicas .!!!_ vitro p~ 

ra el cultivo y crecimiento de c~lulas precursoras hematopoiéticas 

representativas de muchos, si no de todos los elementos de la méd~ 

la 6sea (3). Actualmente se cuenta con tfcnicas que permiten nl cstu 
dio morfol6gico y molecular de la diferenciaci6n de células como 

los granulocitos, en donde se anplean cultivos liquidas y t~cnicas 

cromatogrlficas de gran def inici6n (4). 
Las cflulas de la sangre {eritrocitos, plaquetas, neutr6filos, 

linfocitos, monocitos, eosin6filos y bas6filos), i;on constantemente 

eliminados y por tanto para mantener la homeostasis cada sistema d~ 

be tener la capacidad de autorrenovaci6n. En todos los milllltferos sus 

sistE111as de renovaci6n ocurren a través de la divisi6n celular. Los 
sistemas de autorrenovaci6n deben de contener células primordio, es 

te tipo de célula puede ser definida en general, como aquélla en la 
cual la progenie resultante de la divisi6n celular, sea idéntica en 

apariencia y potencial a la célula madre (5). Un sistema de c~lulas 

priaigenias que deba renovar CCllllpartimientos maduros tllJllbién debe 

ser capaz de diferenciarse. Así, las características requeridas de 

un sistema de cetulas primordiales henatopoiéticas son autorrenova
ci6n y diferenciaci6n (5). La diferenciaci6n distingue una línea ce - ....... 
lular de otra, ra que todas las cl!lulas en individuos normales por-

tan el mismo patr6n genético. En general, se puede establecer q'JC 
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céluL''' pr.imor·:iiu el cual P''rmanc:;:.v <.•Llable en tarn.~iío bajo concl.icio 

nes homeo:.;L.~t.ic:1:. Lst<: cornp.:irtimivnL'' :•roporciona cf:lu.la:., difL!rr>n

ciMlit:; y por trintc,, una célula del.Je :-cc·r c1qrc·c1aJ<1 al comp,1rt.imient:o 

pcr J ',,: "ic•!J Pe>r c.~da célul:-t quc ai.Jandon<.· lll c.:ompnrt. i.rniento por di-

f (' r(·:11 : : ,-: 1,,_,1. l l ,. 

rnument.0, n·J 1.:r•n.1dos con el co;nparl.irniento de cé!lulas primordiale:;, 

se han ol,L<'nl principalmente <.le estudios sobre colonias hernatopo-

i6tic<!l:; <!tl ,,¡ Í'"t.u de nitone" (14, 1~1), colonias de granulocitos 

cultivadas 1L v.itro de la m(?dula 6.sca, asi como con san9re de rato

ne¡_; !lnl y Je r:.;mariOé> (17, lb, y por cultivo in vivo mediante· el em 

fJÜlJ de C/Írn<lr,:L d.-, difusi6n (i ;;; . 

Till y McCullocli (15), de.mostraron una relación lineal. entre el 

número dl! célul<H; de m(?dul<'I 6seil normal inyectadas en ralone'; let<!l.!_ 

mente in:ac..li.:ido: , y el número de nódulo:.; JT1acroscópicos de tPiido 11~ 

matopoiético, presentes sobi:e el bazo de los ratones diei Jj,~.', des

pués de la inyección. Subsecuente~; estudios citogenéticos (;:o, 21) 

revelaron que estas coionias eran clonales, esto es, tenian su ori

gen a partir de un,1 sola célula. TC11.es colonias puedcm contener er~ 

trocitos, neutrelfilo,>, megacariocitos y eosinOfilo,;, lndir:.:rndo r¡ue 

la unidacl cc?llll<lr fo,:madora de colonin¡; (CFU-cell, del inc¡lf!,, Colo

ny Forming-Unit cell) es pluripotentu par,1 tales líne11;; cPl111.'1res. 

No solo hny que considerar la presencrn <le l¡¡ c!'-lul.".l tot ipotenci<!ll, 

slno la existüncia de otras ya que S('. ll.rn observado células capace~; 

de dar origen a eritrocitos en presenc,,; dr: eritropoielirw (CFD-e, 

dül ingl'.!s Erytllroid Colony l'orrning-llni~l rJ, n, 23) y también se· 

han encontrada c~Julas precursoras ct~ rncgacariocltoh que a su vez 

dan luqar a laé' f'lar¡unta:o-. (CFU-M, tkl ing16s Colon\' Frinning-Unit

mec¡akaryücyt.C':. 
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A partir de la aplicaci6n de las t6cnicas de cultivo de tejidos 

desarrolladas durante el siglo pasado (24), varios investigadores 

l1.1n ideado métodos para averiguar cuales son las moHiculas implic~ 

d.is en L.1 prolifer;:ici6n y diferenciaci6n celular (25). Hacia los 

co1:1ienzus de e;;te siglo se introdujo la técnica de cultivo en ¡¡g<ir 

lJ cu<.11 PL'rm it.e la separaci6n <.le células en esta matriz semi s61 i -

da y asi e~tudiar el proceso de diferenciaci6n celular a partir 

de los f'recursores indiferenciados (26). Al llevarse a cabo la di

vL<i6n celular y ante el impedimento de la migraci6n, se producP 

la formaci6n de grupos celulares denominados colonias (27, 28). De! 

tacan los trabajos de Pluznick y Sachs en 1965 y de Bradley y Met

calf en 1%6 (29, 30), en el que lograron el cultivo de precursores 

hematopoiéticos, obteniendo colonias ya sea de macr6fagos o granul~ 

citos, o bien, colonias mixtas de ambos tipos celulares en agar. 

En estos trabajos se hizo evidente que no bastaban las condiciones 

nutricionales habituales, sino que era necesaria la presencia de 

inductores para la forrnaci6n y proliferación de las células y la 

subsecuente formaci6n de colonias (26, 311 Desde un principio, a 

este estimulante o inductor a la formación de colonias de macrófa

gos y granulocitos in vitro se le llamó MGI (del ingl~s, Macropha

ge and Granulocyte Inducer) (32) o CSA ( del inglés, Colony Stimu

lating Activity), actualmente se emplea CSF (del inglés, Colony 

Sti.r.\Ulating Factor) (24, 33, 34, 35), Al llevarse a cabo el estudio 

de este factor, se encontró que consta de varias unidades con actl 

vidaJ simultánea para lograr la prol~feraci6n y diferenciaci6n de 

los precursores mieloides (15, 36). Existen 3 formas distintas de 

MGI, las cuales difieren en su cualidad de inducir colonias de ma 

cr6fagos (MGI-lMl (37), granulocitos (MGI-lG) (38), o de ambos ti

pos celulares (MGI-lMGJ • Además existe otra forma llamada MGI-2, 

la cual provoca exclusivamente la diferenciaci6n de lau c~lulas pr~ 

cursaras de macr6fagos y granulocitos. 

Al realizar el estudio bioquímico de los MGI, se ha encontrado 

que tienen propiedades de glicnproteína, ya que es termolábil, re

sistente a la acci6n del éter, de la desoxirrilxlnucleasa y ribonu

cleasa y sensible a la acci6n proteolitica de la tripsina. Al efe~ 

tuar la electroforesis de las moléculns, se encuentra que migrttn 
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inmediatamente duspu6s de la ~lbumina y junto con la ~ama globulina 

( J 9, 4 O) . 

Varios autores han determinado el peso molecular del MGI, encon

trando guu es muy heterogéneo dependiendo del tipo de tejido o célu 

las en estudio, obteniendo pesos que van desde 5000 daltones (41) 

h.:1sla 300 000 daltones (42). Asímismo, sú ha encontrado que casi t~ 

dos lo;; lujidos del organi51110 en humanos y ratones son capaces de 

f'rnducir MGI, cuya actividad llega el ser en ocasiones idéntica a p~ 

sar de la diferencia en los pesos moleculares. Este comportamiento 

puerle deberse el una rápida respuesta del organismo ante una inva

!d6n pat6qena, aunque surge la cuesti6n del por que la heterogen';)i 

clad en los pesos moleculares del MGI, siendo que todos tienen la 

misma func i6n. Esto Gl timo se ha tratado de explicar suponiendo que 

que los MGl de menor peso molecular son subunidades de moléculas de 

mayor peso (42, 43, 44, 45). Es obvio que se deben realizar más e~ 

tudios para confirmar o rechazar ésta hip6tesis. 

llay que considerar que el fen6meno de proliferaci6n y diferen

ciaci6n no es un proceso aislado, sino que está incluido dentro 

de un mecanismo de rr~ulaci6n en el que intervienen sustancias in

hibidoras de la proliferaci6n, como son la lactoferrina 46, 47), 

prostaglandinas, chalonas y otras moléculas encontradas en medios 

condicionados por células maduras (47). Ante esto, es evidente que 

tal mecanismo de regulación tiene como cometido, el provocar un a~ 

mento de células sangu1neas en caso de necesidad .!por ejemplo in

fecciones bacterianas), o bien, inhibir esta proliferaci6n cuando 

sea nace sar io. 

1.2. lnmunoglobulinas. 

Además de las sustancias inductoras a la proliferaci6n celular, 

producidas por ciertos tipos celulares, en el organismo se producen 

moléculas de importancia en la defensa del cuerpo contra agentes 

extraños. Tales mol~culas son producidas por células especializadas 

con este fin, llamadas linfocitos 13. Las inmunoglob'.1linas produci

das por estas células son moléculas protéicas que portan actividad 

de anticuerpos, es decir, la propiedad do combinarse específicame~ 
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te con lil subst.:u;cia c¡tw provoc6 su formación (ilntÍ<JCno). Con la PC: 

siLle 1•xccrci6n :ie los anticuerpos naturales, los .:inticuerpos se ori 

.¡in,in comu respuesl.:i il l.:is sustancias extrañas introducidas en el 

cuer¡:io. Lu~; cinticuerpos son m:>lk"'lll.:is bifuncionales y se ligan de m~ 

ncr.1 espccít ic.:i con el antígeno e inician tambi.6n toda una g¡ima de 

1l~n6::;eno:; :COL~Ctrndarios L'UlKJ la fijilci6n del complemento y la libcra

ci6r: de, hi .:t.1min.:i por la:; célul.:is cebadas, que son independientes 

Je :;·_.1 eé;pecificLlad por el antígeno (4B). 

Cor:irJ Li Jivcrsi<.lud estructural y funcional de los anticuerpon no!:_ 

m.1les l1dct• _11( íci l su análisis fisicoquímico, mucho de nuestro corw 

·~· im i e11 to e:; :1ccrn icntc il l.:i estructura de las inmunoy lobul in..is es ct:. 
rivc:i:Jo Ji; estud ius de la:; prote1nas del mieloma y do macroglobulil ,~: 

P1on0clun;ih·:: (49). A pesar de su gran heterogeneidad, todos los ant!::_ 

cuerpos pre:•entan ciertas similitudes estructurales, todos consisten 

,fo una subunidad b:isica compuesta por 4 cadenas polipeptídicas uni

das por puentes disulfuro. Dos tienen un peso molecular de 53 000 a 

75 000 daltones dependiendo de la clase de inmunoglobulina, y son 

conocidas como cadenas pesadas (H del inglés heavy) 1 las otras dos 

tienen un peso molecular de 22 500 d y son denominadas cadenas lig~ 

ras (L). Teniendo como base sus propiedades generales, as1 como sus 

caracter1sticas fisicoqu1micas e inmunoqu1rnicas de sus cadenas 11 

constituyentes, las inmunoglobulinas pueden ser subdivididas en 5 

clases principales: IgG, IgM, IgD, IgE e IgA. Dentro de una clase da 

da de c.:ide~as pesadas, se han distinguido subclases de acuerdo a sus 

características antig~nicas. Por ejemplo, hay 4 subclases de IgG: 

IgGl, IgG2, lgGJ e IgG4. En tanto, solo dos tipos de cadenas L han 

sido identificadas, K y A. Estas cadenas son portadas por todas las 

clases de i~munoglobulinas, aunque la relativa cantidad de cada una 

varia de clase a clase. 

Cuando una ~olécula de gama globulina es tratada con papaína en pr~ 

sencia de cistc1na, se producen 3 fragmentos (50), dos de estos 

id~nticos y consisten de una cadena ligera y la porci6n amino term.:!:_ 

nal de la cadena pesad.:i; estos son referidos como Fab (del inglls, 

Fraction Jntigen binding), es mediante esta porci6n que la inmunogl~ 

l.ul i na :;e ':ne a 1 antígeno. La tercera pieza, conocida como f ragmen t.f., 

Fe (del in.¡~(:!: fraction cristalizable), contiene la porci6n carboxi 



lo termiml de la:; c.:idCI~]!; 11, así crnu muclus <le los C][l.uhidr.Jt:os de la 11uló::u

la ( fi<J 1). l.l ¡.:orci6n Fe mnjia lu fijaci6n de la r11JlÚ..'Ula o W>• c{!Jula,; ( célu
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l.:i:·; c.i1Jc,¡us L csUín com¡.AJesL:is cfo ap1·ox inmlunt-'llle 214 u1r.i1YJ.'íc ioos (52) . I.:.i:; c-:i_ 

d1~;1:·; J. ¡:o.ro.kn :;er vistas <.X)Iü 2 n1¡io11t'S cnlaz.:1da!o; dl' ic¡u.:il lor•Jilud; la ¡.ir.irrcr,1 

de t•:;t..i:; nr¡iunc:; es referida coro la ro1i6n vurwlllc (VL), rnienlril!i el restante 

,.;" den..~nin..1 ru1i6n =m;t<l.ntc (C¡,) (52). l.u ro,¡ióri va.rwble se denoniru así dcbi(~ 

J 'Pª' varía cow;ider.:iblan<?.ntü de una iJlmrn<x¡lowliru a otr.:i, rnicnt.rcis la rcqi6n 

c:o11:;L11ltl! rffilc'su·d rraichJ Tnf'll:J:; variabilidad; ru¡i.onc!> o;iJniwn::; :;on cncontraduG en 

L.is cadc•111:c; J>(!'.>FL:E;. l..:w c1<h:1us p:~rtc'11L'Ci<~1tl•s ¿1 Li cl.:i:>:' Ic1Gl lnn siclo cstudh1-

J.:i:; 1rú:; l~':tl'11:;.JJ:1cnte (53), admú:;, la lqG con:;tituye casi 3/4 ¡ .. ortes de L1s y c:¡l~ 

l.ul ina:~ totale:;. E!;t.::i es L:t (mi.c.1 inmu110<JlOlulina selectivamente t.ransferida a tr~ 

vfü; de J,1 placl!nta, ¡xir tanto provee de cierta proto::.:ci6n al fet:o; también está 

involucrada en la activación del sistc!lla del ccrnplcm:mt:o. 

l. 3. Sistana del Conplonento. 

El sistmu del canplane.nto (c), es el mediador tu.mPral primario de las reacci.o 

nes antígCN)-unticuer¡::.o. O:msiste de cuando menos 15 proteírus séricas química e 

irumm::il6gicamente distintas que ron cap.1cC!s de actuar de manera recíproca una con 

otra, cxm el anticuer¡::.o y con las manhr.:i.n.1:; celulares. SU actividad consiste en 

la lí.sis de dit0.rentcs clases de célula:;, mcterias y virus, Insta la mcd:iilci6n 

directa de lo'; proccros influrrutorios. También induce la lil:eración de histamiru 

de la célula ccl:uda, la anigraci6n dirigida de los leucocitos, L1 fagocitDsis y lu 

lil.eración de los constituyentes liooronicos de los fagocitos (48). 

Iils proteína'~ individuales de este sistC11U se cncuE'Jltran mnrulmente en l.i circu 

lución COJTD noléc.·ulas inactivas, c'>li1s molá::ulas re desiqnan con síml:olos num6r ioos: 

Cl, C2, CJ, C'l, C5, C6, c7, es, C9, o en el caso de ciertos can¡:onent.es, ¡:or sí~ 

'0s o nonhrcs triviales: pror,crdiru, factor u, fact:or o, factor A, illll. Cada COll~ 

·ntP ddx: ser uct ivacb su:;ce~;iv.:immtc 011 condiciones upropiadas ¡:ar11 que progrese 

ú1il rn1cc ión del complcn1ento. Por lo L:mt:o, lu uct ivar;i6n l10 con ti tu ye un cve¡¡to 

(mico, ';im m.'h; lJien w1 procc'u din5mico c¡ue permite a las proteína:• volverse mio.~ 

bro:; ch: w1 !~i!;trnn funcionul .into1r.ido, c>r1 l'l cual actúan recíprcx:;11nC'.ntc (48). 

lluy do'' mo::.1ni!7XJS o ví,1:; ¡xJ.r;ilnJ.a::, toL1lmlmt,, ind1.p.~uiier1te::; que conducun 

d la .ictiv;1ci(m d·· la ¡:or·ción l.cnninal, ele la serie dr; rt!Ucciune~; del C.'CITlp.lanentn. 
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FAB 

Fig. l. Modelo general de la estructura de la gamaglo~ulina. 
se muestran las porciones Fe y Fab, as1 como las 
porciones pesadas (H) y ligeras (1) de las regiones 
constantes y variables de la molécula (tomado de: 
Wintrobe M, Clinical Hematology 1974), 
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llno de ello~>, l¡¡ VÍil clásic.:.i puede ser ilctivad.:.i por compleJOs ¡¡ntlq<;_ 

no-.-rnt icuerpo o inmunor;lobul inils agreqaJas. L.:is inmunoqloLul inas h~ 

llldll...t'' pertenecientes a las subclases lqGl, l<JG2 e l•JG) y L.1 clase 

lgM son cap¡¡ces de iniciar la vla clásic.:.i, mientrils que la subclase 

l.qc;4 y la;~ clases lgA, IgD e! lqE son inactivas .ü respecto (48). En 

Lr<! las subcL1ses de IgG, la l<JG3 es l¡¡ más activa, sequid¡¡ por JqGl 

e l•Jl.2. La vía clásica puede tener tambi6n activaci6n no inmunol6-

•J icc1, dad¡¡ por un número de sustancias químicamente diversas, incl~ 

yendo el ADN, ciertas membranas celulares y enzimas semejantes .1 la 

trip!Üna. L,-¡ vía clásica comprende los pasos de reacción de los com 

ponentes primero (Cl), segundo (C2), tercero (C3) y cuarto (C4) del 

complemento. La vía puede subdividirse en 2 unidades funcionales: 

la primera es la activac i6n del primer componente Cl y la segund;:i, 

la generación de 2 enzimas relacionadas con el complejo del compl~ 

mento: e rr y e m. 
La otra vía llamada alternativa o de la properdina, puede ser ac 

tivada inrnunol6gicamente por la IgA humana y tambi~n por algunas 

mol~culas de IgG e IgE del humano. La via tambi~n puede ser inici! 

da por estfo1ulos no inmunol6g icos como ciertos polisacáridos compl~ 

jos, lipopolisac1iridos y enzimas semejantes a la tripsina. Como re 

sultado de esta activaci6n, C3b, el producto mayor del rompimiento 

del C3; factores B y D así como la properdina, interactuan para e~ 

sambla.r en la vla alternativa a las convertasas de C3 y CS (54). 

La modulaci6n de la activaci6n del complemento puede ser logra.da 

por al menos 3 proteínas plasmáticas: el inhibidor de cr (55) 1 inac:_ 

tivador de C3b (C3bINA) (56), y la globulina ~111. En años recientes 

se h..i hecho obvio que al menos 3 tipos de células sintetizan pro-

teínas del complemento, el hepatocito, las cl?lulas epiteliales de 

los tractos gastro-intestinales y genito-urinario y c~lulas de la 

serie monocito-macr6fago (56). Se ha mostrado que los monocitos y 

111acr6fagos humanos sintetizan Cl y sus subcomponentes, C4, C2 y C3 

57). 

Tanto la vi.a alterna como la clásica tienen en C5 y posteriores 

componentes del sistema su siquiente sitio de actividad, procedien

do la reacción como se ilustril en la figura 2. Las consecuencias <le 

la adhcrcnc ia de las proteí.na s del complemento a las membran¡¡ s son 
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las siguientt's: 

.Acumulación del conjunto de proteinas del complemento • 

. Cambios en el medio y la carga de la membrana . 

. Modificación Je las propiedades y funciones de la membrana • 

. Lesiones e hinchamiento de la membrana . 

. Daño o de'.;1nteqraci6n de la nll'mbrana. 

l.~. Receptores pe. 

n.-1da la importancia que representan en la c.lefensa del organismo 

moléculas como las inmunoglobulinas, y las que forman parte del si:¿ 

trn1u del compl0J11P.nto, se ha investigado la manera mediante la cual 

se llev:1 <.1 cabo su acción, encontrándose que existen receptores a 

través de lu:; cuales se unen a distintos tipos celulares. Los reccE 

tares q~c reconocen y unen la porci6n Fe de la lgG han sido detect~ 

do.'; en una amplia variedad de células, incluyendo macr6fagos, lin

focitos y leucocitos polimorfonucleares. Estos receptores funcionan . 
en la fagocitos is (58) y cit61 is is (59) de c€!lulas recubiertas de 

1~1G. lo:; rccc,ptores ~'c que son encontrados en diferentes tipos de 

c6lulas, expre~.:in distintas afinidades para las subclases de IgG. 

Muchos esludius con cé.lulas autólogas e inmuno<Jlobulinas sostienen 

qu<' los receptan,,; F'c de los fagocitos mononucleares unen solo -

cicrL1s clas•~s de lCJG específic,1mente. Los macr6fagos humanos evi

denc3.:in ')ran alinidad por las subclases IgGl e lgG3 (60), mientras 

que los m11crélfagos ele ratOn unen específicDJl)ente lgG2a e IgG2b, p~ 

ro en cil,Illbio no unen !gG3. Así mismo, se han descrito receptores 

Fe .. ¡ue unen Ji stintas clar;es de inmunoglobulinar; (IqM e IgE) (58). 

LO!> macr6fagcn; portan en !>U superf icic receptores para la porción 

Fe de la JqG, udemás de receptores para el complemento y receptare!; 

no especít icos para sustancias extrañas, todos estos de gran impo~_ 

tancia biol6glca. Existen datos sobre la existencia de receptores 

par.:i la insulin.:i, fibrina, lacto-ferrina, linfoquinas, carbohidra

tos y lípido!> (59). En cu¡¡nto .1 los receptores de, tipo inmune, Sl' 

sabe que, el recubriJniento de b.i-terias con inmunoglobulinas, facili 

ta la ¡¡dherencia y fagocitouis y as1 aument<l la acción bactericida 

de loé; mi1c1·6f<.1gos (GO). El papel r'el anticuerpo en la mediación de 

11 



la tac¡oc1to;;is selcct.iv . .1 dl'penJc de L:i uni6n de Und n"r¡i6n del iill

licuerpo ,¡ un sitio de reconocimiento o rect•plur ;;obrt: la ~;uperfi

cie del m.:icr6far¡o. De esta forma la porc:i6n de L1 in11111no•1lobulina 

•¡ue se une .:il macr6fac¡o es la Fe, en t.anto L.1 pon:i6n ral.J une i.nmu 

nuc;;pccít icdmente al microorr¡anismo pat6c3cno (61). Además ele su fun 

ci6n en Ja climinaci6n de cuerpos extra~os, los receptores Pe de 

loo; macr6fa<3os funcionan en la eliminación fisiol6c¡ica de eritroc~

trJs viej<Js o inviables (62). Se piensa que al envejecimiento puede 

e;:poncr qrupos carbohidrato qua estuvieron previamente ocultos so

bre los eritrocitos, los cuales son luego opsonizados por lgG au-

tóloqo ~ situ, promoviando su fac¡ocitosis por fagocitos hep5ticos 

y esplénicos (63). 

La presencia de receptores Fe es evaluada hoy en dla principal

mente por el ensayo de rosetas, en donde eritrocitos xenog~nicos 

son cubiertos con anticuerpos (EA) y luego son expuestos a los ma

cr6far¡os. La actividad del receptor Fe es indicada por la adhesi6n 

de eritrocitos sobre la superficie del macrófago en una configura

ci6n denominada roseta. Se cuenta con t~cnicas en las que si los 

eritrocitos son premarcados con 51 cr, pueden ser contados autom5ti 

camente. También se emplean conjugados de anticuerpos con fluores 

ce1na que se unen a los macr6fagos y de esta manera son contados 

con aparatos que separan a las células de acuerdo a su diferencia 

en fluorescencia (64). 

El empleo de rosetas Ea se ha realizado no solo en investigación 

b~sica sobre la naturaleza y función biol6gica de los receptores 

Fe, sino tambH\n a nivel clínico en el que este ensayo se utiliza 

como diagnóstico en la detecci6n del cáncer cervical (65). 

Actualmente se han desarrollado tªcnicas encaminadas a la evalua 

ci6n ro!ls efici:ente de estos receptores. /\sí, tenemos por ejemplo el 

método avidina-biotina-peroxidasa (66), para la determinaci6n de re 

ceptores !'e en macr6fagos aislados o en tejido. Otro método consis 

te en el empleo de partículas fluorescentes de 2-hidroxietil meta

cr ilato con dinitrofenol y anticuerpos monoclonales antidinitrofe

nil, de tal forma que se detectan receptores Fe y la fagocitosis m~ 

diada por Pslos receptores (67). 

Se ha encontrado que L1 formaci6n de receptores Fe está rned iada 

¡;: 
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por una mol6cuL1 t1"n~ol5bil y sensible¡¡ la tripsina evidenciándose 

<'Omu un.1 proteína. El e!;tuJiu bioquímico de osla molécuL1 llamada 

1'"1\l (d1'1 inqlé!;, Fe Hl•cc¡,tor lnduccr), indica 1¡ue t.ienP un ¡>P!•O m~ 

lL'cul.1r tlc 10 500 daltorH'!J y un pll .isool6ctrico Je 7.fi. Se tw obt" 

111do Pn 1111 1•r111cipio de una línea leuc6mica de tipo mucrof5qico d~ 

11uminildú hH 19 M.l (68) y po:;teriormen~e en suero endot6xico murino 

a,; í como medio cond i e ionado por pulmones y med .io condicionado por 

1n,1cr6f¡¡qos peritoneules sometidos a L1 acción de lipopolisacáridos 

((, 'J) • 

1 • ~. Receptores C3, 

La uni6n de la porción Fc de la IgG, a las cllulas portadoras de 

receptores para este fragmento, no es el Gnico caso de uni6n media 

da por receptores. La adherencia secuencial de los productos del 

cclmplemen to, a partir del tercer componen te en adelante sobre un a 

qcnte i11fcctante, genera un sitio reactivo que tiene afinidad para 

un receptur sobre lo:; rnacr6fagos y at;Í tornar al microorgantsmo mát: 

susceptible .1 !;er fagocitado (70). El significado biológico de es

te sistcm¿¡ !;'-' hace evidente en individuos con un metalxili!;rno anor

mal del CJ, u bien, cuando presentan una deficiencia hereditaria de 

este componente. En tales per~on1s se presentan infecciones bactc

riunas recurrenles, sin embarqo, C!!;LL1s pueden ser controladas por 

los f<l'lºC i tus ante la presencia de suero normal (71). 

E'.; ¡JO!·•ible r¡ue los recPptores del complemento regulen la inhibi 

ci6n de la migraci6n del macr6fago inducida por endot6xinas. Esta 

influencia puede ~;er efectuada por f¡¡ctores de quienes se sabe son 

c¡eneradr,;; por 01 cornplenwnto y el sistema de coagulación sanguínea 

y ¡,1H•Lle ¡¡ctu.ir !iObre la mcmbrilna plamática para inducir la activu

ci6n del macr6iac¡o (72). La detecci6n de receptores C3 se realiza 

<.'ll forma é•encilla crn¡;leando eritrocitos sensibilizados con inmuno

qlol;ul 1na'~ (EA) y pü,·;teriormente !;uero para favorecer la incorpor~. 

ci611 dr· la lrdcci6n C3b del complemento al P:A formando EAC. En for_ 

111c1 an.'i J.0<¡ c1 !.«' pu1_•dpn eva l u <1r lo~- rece¡;Lor (•S para C J b en d if crentc" 

L;élula:; nicd1,1ntL1 ur1a t.f1cnicu dr· rosetas <73), ~L;Í mi~mlO se puet.le P1.r1 

1•lear Pl m[,lDdo <le conteo ra<li.activo en donde t;e 111,1rcan lo!; Elll' con 
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Los eritrocitos recubiertos tan solo con lgM, no se unen a los 

m..icr6fago:.; en muchos sistemas, pero cuando l.rn células rojas son 

incubada!; con componentes del complemento o con suero fresco, el 

complemento se fija a los complejos irununes permitiendo su u11 i6n a 

estas c6lulas. Ciertas subclases de IgG, dependiendo de la esp0cic, 

también unen al complemento. Otra de las técnica!J que se emplc•c1n en 

la detección de los receptores para los componentes de PstP !;i,;tc111c1, 

consiste l'll el empleo de suero anticomplemento marcado con Fluon'!i 

ccína (74) y de esta manera evidenciar los sitios de unión de Jo,; 

componentes a las membranas celulares. Estudios realizados sobre 

células portadoras de receptores C3b, muestran su part ic ipac i611 L'n 

re..icciones fagoctticas y secretoras, pero la caracterización fisico 

química del receptor muestra que es sensible a la tripsina, lo cu<il 

sugiere que es una proteína. Los estudios realizados al respecto, 

indican que tal receptor es una glicoproteina con peso molecular de 

205 000 daltones, la cual fu~ purificada a homogeneidad usando pr~ 

cesas cromatográficos. Al realizar el bioensayo de esta mol~cula, 

produjo aceleración en decaimiento de la properdina y amplificación 

de la acción de la convertasa de CJ entre otras funciones (75). 

Por otra parte, se ha identificado una molécula cuya actividad 

consiste en inducir a macrófagos y monocitos a la formación de re

ceptores para CJ, raz6n por la que se le denomina C3RI (del inglés, 

CJ Receptor Inducer), su pH isoeléctrico es de 3.9 {76) 1 su peso mo 

lecular es de 35 000 daltones y debido a que pierde su actividad 

después de ser tratada con tripsina o calor, se considera que es 

una proteína. Esta molécula se dernostro en suero y medio condicio

nado de pulmones de rat6n sometidos a una inyección intravenosa de 

endot6xinas y en medio condicionado de macr6fagos residentes en la 

cavidad peritoneal , estimulados con lipopolisacliridos de Salmonella 

typhosa. 

1. 6. Macr6fagos. 

Como ha sido apuntado con anterioridad, los macr6fagos son un 

grupo celular sumamente ünportante cm las reacciones irununes, ellos 

representan un grupo heterogéneo de células tanto funcional como 

morfol6r1icamentc. Actualmente no se sabe si esta heterogeneidad es 
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el result.1do de diferentes niveles de m.:iduraci6n, o si de hecho h.:iy 

distinl.:is subpoblaciorws de macr6fa<3os, las cu.:iles P'.Jeden ser iden 

lit ic,1das L'n lic1se a ciertas car.:ictrísticas de su su¡:erficie celular 

o de acuerdo a ~;u fur.ci6n (77). Dur.:inte la maduración de promono

cilo ..i monocito y de este a m.:icr6f.:i90 inmaduro a macr6fago maduro 

(18, 7'J), hay muchos c.imbios en sus características funcionales, e

x i~;te l'Vi<fonci.:i (80) qUl~ indica que la frecuencia de división decre 

ce a medida que la c6lula madura, mientras que otras característi

cas, tc¡les como la uctividad faqocítica, adherencia al sustrato de 

cultivo, actividad microbicida, receptores de superficie para in

munoglobulinas y la habilidad par..i interactuar con c~lulas linfoi

des en varias reacciones irununes, generalmente se incrementa. 

Los macr6fagos y monocitos de diversas fuentes presentan caract~ 

rístic..is divergentes. Así, se ha mostrado (81) que macr6fagos de d.!:_ 

ferentes tejidos al ser aislados y cultivados in vitre, su tasa de 

adherencia al vidrio, así como su tasa mit6tica en cultivo variaba. 

Dasándose en estas caracter1sticas, Bennet describié tres categorías 

de macr6fagos: macr6fagos peritonealcs y de sange periférica que se 

adhieren rápidamente y tienen una baja tasa mit6tica: macr6fagos de 

la médula 6sea, del bazo y del higado que se adhieren lentamente, 

pero tienen una alta tasa mit6tica; y macr6fagos alveolares que se 

adhieren rápidamente y tienen Unil alta tasa mit6tica. 

Aunque existen diferencias morfol6gicas entre los macr6fagos de 

distintos tejidos, se puede encontrar una estructura t1pica como 

la que presentan los macr6fagos peritoneales, ya que tienen un 

diámetro de casi 12 µm con escaso citoplasma (821, Al microscopio 

electr6nico se advierte que la superficie celular es rugosa con nu 

merosas prolongaciones; el citoplasma presenta evidencia de activi 

dé!d secretora ya que tienen retículo endoplásmico rugoso y una zo

nu de Golgi bien desarrollada, esta última frecuentemente relacion~ 

da con el centríolo. T.:imbién se observan numerosas ·;acuolas que pu~. 

den ser de 0.1 µm o rn~s de diámetro y pequefias vacuolas micropino

cític..is de menos de 100 nm en diámetro. Algunas células contienen 

peroxidasa en cuerpos denc.os mientras otras la presentiln en los c~ 

nales del rettculo endoplásmico, zona de Golgi y el espacio perin~ 

clear. Estas últimils probablemente representen c6lulas residentes 
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<'ll la cavidad perito110al u otras regiones (83). En el citoplasma se 

hil dctenninallo la presencia de actina, que viene siendo la mayor 

proteína contráctil del macr6fago (84). 

Dentro de las características fisiol6gic.L> de estos far3ocitos, 

se oJ,,;erva que derivan su energí.1 de la qlic6liids o del metaboli:~ 

mo aerobio, esto Gltimo especialmente en el c,1so de los milcr6fagos 

.iJ.v,~olares. Esta,; células sintetizan ARN y una amplia variedad de 

¡.·r·nteín,1s, sintetizan y esterifican ácidos ·irasos y sintetiza11 fos 

tolípidos, pero probablemente no colesterol (85). Se ha observado 

r¡uc 11uc•vo~; componentes de membrana son r5pic!amente ret<intetizado¡;, 

¡•or l'j,•rnplo, cierto:; receptores de superficie son resintelizado~; (, 

hor.-is de:;pué:; de su remoci6n (BG). Los macr6LHJO[, liberan una dive1 

:.a :;cric de productos en su ambiente periceluL1r; estas sustancias 

varían desde compuestos de bajo peso molecular, como las prostagla~ 

din;:is y nucle6tidos cíclicos y sustancias de mucho mayor peso mole:_ 

cular, tilles como componentes del sistema del complemento y una V':!_ 

ried.:id de enziJnas hiurolíticas como: hidro.lasas ácidas, lisosima; 

protc!nas neutras, collgenasa, elastasa, proteoglícanasa; compone~ 

te~; del complemento, moduladores de funciones celulare~; como el fa<:; 

tor activactor de linfocitos T, factor activador de linfocitos u, 
factor de matlurac t6n tímico, inhibidor de proliferación celular en 

fibroblastos y li.nfocitos (87), así como un factor inductor a la 

proliferación de fibroblastos, c&lulas endoteliales y del mGsculo 

liso (88, 89). Tambiin se piensa que el macr6fago produce un factor 

que interviene en la proliferación de c&lulJG mesenquirnales despu6s 

de un dafio a los tejidos, como ocurriria durante una inflamación y 

posiblenenlc en la arterioesclerosis. También se ha reportado la 

producción por ~arte de los macr6fagos, de un factor proliferador 

de fibroblastos de pulm6n (90). 

En diversos tejidos del organismo, existen macr6fagos como resi 

dentes habitual.es, no obstante, se ha experimentado con mayor fre

cuencia con los provenientes de la cavidad perotoneal, debido a que 

la pob1aci6n es fácilmente cc11·acterizada (91). ~;u colecta es ~;enci 

11.:i comparando con los macr6fc1y.)~; de otros tcj idos, que solo se puc~ 

den obtener por disgrec3aci6n enz.üniítica, con lo que se afecta a laf; 

células. Los macr6fago~; Je Ja cav'dad pcritoncéil son utilizauos l't1 
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Pstudius i.ICct·ca de l.J morfolo<¡Ía, difercnciaci6n, fagocitosis, cito 

t6xicid.:id y rcspucsli.I inmune (92). 

lldr·m.'is d<' lo:; macr6ta,¡o:; que :;e encUL'nlr.:in en la cavidad perit~ 

"'';il, ''" JHl<'rlc•n obl<'nc•r r¡r.:inulncilo:; eosin6Lilos y células linfoi

de:;. No e:; común observar monoci.tos en dicha cavidad, aunque su pr~ 

:;c,ricia y c.-1nt.id¡¡d se :1:;ocia con noutr6filos y esto con un estado p~ 

lolóqico del anim¡¡l (93). 

t;u pien~;;¡ que lil poblilci6n de macr6fagos residentes se mantiene 

mediante un mecilnismo de autorreplici.lción y que las células con ca 

ractertsticas de monocitos alli encontradas, pueden ser monocitos 

transitorios en l.J cavidad y no estar relacion.:idos con los macr6fa 

c¡oi.; residentes (91). 

Se ha empla.:ido una .Jmplia Vilrledad de agentes irritantes para 

provocar la llegada a la cavidad peritoneal da un gran nfimero de 

células (como lo" monocitos y los neutr6t ilo,~). El patrón que sique 

la respuesta a la estimulaci6n por diversos agentes, es generalme~ 

te la misrn.i (94): cuc111do el irritante que se' empl•~a t>n la cavidad 

peritoneal es el caseinato de sodio, so observa que el tipo celular 

que arriv,1 en pr.imer tórmino es el '¡ranulocito, d.Jndose este fe-

n6meno entre una y dos horas dPspui'.•s de J,1 inoculación, posterior

mente lleg.:i ;¡ su nfimero máximo a la,; 16 hor.:is ~· comienza a declinar 

hasU1 desap<1recer c.:isi complc'tamentF: a las ~4 horas. En el caso de 

los monocitos, estos tienen su m5ximo (95) a 10s 4 dlas de haber 

sido inoculado el rat6n. El tiempo que lleva el restablecimiento de 

la normdlldad en la c.:ividad varia dependiendo de la concentración 

y de la naturaleza del estímulo (96). 

Otro tipo de macr6fago cuya obtención es relativamente sencilla 

es el macr6fago alveolar, estas c6lulas son componentes esenciales 

en la dPfen:;a de l.:is vías respiratorias. Estos fagocitos ocupan una 

posición especial dado que el pulmón, con casi 90 m2 expuestos al 

i.lmb1entP, 0s vulnerable a ser dafiado por las diversas sustancias en 

contrad.:is en el aire. Esta amplia superficie pulmonar es protegida 

por un :-;i:·.tcm.:i primario de filtración en la nariz y vias aéreas, el 

c11al Pvit..1 el paso de partícula:. mayores de> J11m, sin embargo, los 

q.1:,<·~; dc111ino:; pueden ser ab~;orl,jdO!> en un alto gr·ado. Dentro de los 

alvoolo:;, PI macr6fago es el responsable de la protección del delg~1_ 



du epilcl in que rPculn-t• Jus c,1pililrt's pulr.·.J,iilre:o (97), 

EXJ!;LL• Ulhl cotT('L1ci6n posiliv.1 Pntre la ca11tiJu<l de polvo que 

¡>enc:t.ru ;il trJcto rp~;pir;1t·.1ri'.> i' Pl n(1mcrc de célul~1s !.:F¡ocíticils 

('lHi. Lu t•xpo,;ici6n al polvo incrc''"''nta el rccrut.amiento de los ma 

L·rG:·a·JOH ilacla los alveolu~ mt!diantt1 dos r.1ecanismu~; diferentes (9'J}, 

·/.i '._f'~1 por ].1 111i(1ración de 11.i~; nunucit.1.JS 1.:~rculanlt~:..:i, o bit·~n, por 

J'n,J ::l'l".Jció11 :,' miqr.1c:ión ,Jl' 1n:ir:r6t,qos intcr,·;tici.111:-,; (l(IU). La 

t"i' .¡ u·:·.tl1 dt• lo:-:. m~crfitaqí.:;:.:. di.·~)pu('~, .J ... ll1 t-~:-:¡).;..1:;ici6n ;¡ 11n q.1~; ha 

;i(L1 :'.11.~riu~·i p-;lu,i .. ,1d,_¡, ~;ir1 l'i'll.J<Jr:¡i), ¡·:·1 lu 11~n1~r...il t!l ri-:rnt~ro 1..lQ md

(_·r6: :..1. iU~~ 1irt·~~ent.1~ 11 n PI t rar~Lu rL''.··¡i1r,1t.uri·~· ¡n:-JJ u1idt) t,1 ·.irJ,1 (~,¡Jl la 

flJ');. _1_iddd1':; quÍm¡c..t:: y c,1r,t id,"11 ,¡,. i'·.··Ivl1 ·,: !:I'.; n11 1':>\[1r;-_~~cif!n (10! 

Por ,..;t:.Jo l.1rlu, :it' h .. 1 i.'ncontrJilu ·ruc· !t1divj J.!~!) fu¡:1adi"J:··~.·: l it·flL!n u;. 

ntLl/<".J1 nfi.111•,'t(i dt: rn.1crC>t l:J(JO~ • . ·¡ l\'L··;l.Jrr1 :, c1...>111r:.L.r:1dD c:.:..1n lo~, 110 f11:n.Jd 1 

rL~!. (102), rt:•Juci.onéindosL~ e .. ,Lu cur1 J._1 c,1nti."1ad dt' hum·~ inil.i.lc1d.:J, 

Se aceptu qennrulrnent<=- qu~ f.:] 01·1.¡c11 d1.! la:.-; céluln~, dol ~~ i ~:tt~.·1,-1 

rnon~)nucle.:ir fdq0cít1co P~; ld rn(:JuLa r:...~;eu, '¡' en t.6nninor.:i (Jl)riPr11lP·; 

Cbta relación t.:irnnién concierne u lo,, macr6f:igos pulmcmares. Las d: 

J.erenci.is entre la rnayorí,1 de macr6! ~1·1os i!E: tejido y los fuc¡ocito''' 

cilt.'i.1 olare~; parece 1.!St.ar reJacionc1:J,1 ~11 di~itinto medio f:..:ncionLil dí..!~ 

pul:r16n. En contraste a los ia1oci ti.''° Je los sinuso.idcs del !:Í•Jildu 

y el rieritoneo, los macr6[agos al\·1.•0L1res se cncuenlran en unci at

mósferu aerobia. lldem5s, ant·~ l 1 c;ur,stante ir.vasi6n dr? partícula,; 

extrañas, ol sistema debe rr~:-.pr..1;,dc:r t.Spidurr.enlt1 con un enorme j.n

crernento en la pro<lucci6n celular. PLtrece cpe estas funciones son 

so:·itenidas por una población Ui!Jil de macr6fa'JOS intersticiales. e:: 

to e:;, un compartimiento entre los monocitos sanquíneos y las célu 

L:i~; a 1veolan•,; 1 ibres. En t·~;tP compartimiento, lat; células pueden 

presentilr adaptaciones bioquímicas previas a la migraci5n hacia los 

,.aco:; Ltf.reos, a!;Í, se pueden c1)nsiderar dos componentes del siste.

lllil pulmonar macrof5gico: células intersticiales y fuqocitos alveo-

1.irc:; librl's (97) 

El l'!;Ludio de la morfoloc¡ía, metabolismo y función de los milcr/5 

!J~ü5 alv0ularP~, se realiza en forma m5s a~ecuada en c6lulas obte 

niela,; por: L1v.:ido pulmonar flOJ). La curucterístic.1 morfol6~1ic.i 

pr<-•dr.1:-:-1Íllt1fllP dt1 111:; r.:(·lu.l.d~; •:iL• .. ~.•r1i.I~1!;; 111c~d i,1!";4:.(! L1v...idu ~;:: ~;u licte?ro 

.¡,•nr:irli!d. ¡;,;La •1arieclad t'structural r•,; clepe;,diente J,, L1 edad de la 
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c6lula, la faue de su nctivJdad celular y la naturalrza y cantidad 

de malf'ri:il crue ha sido fagocitado. Las·c5lulas irunadur<1:; inactiva'; 

muestran aLundante rotículo endopHismico liso; miontra" que cf.lula;; 

LJUe h.:i
0

n iagocitado material presontc c•n .lo,; alveolos, m1w:;lr.in un -

mdn.:aclo incre1nento en el retrculo endopllismir:o r11qoc; 1 1 i' en pJ riíÍrn•:

ro de lisosom."ts. Labcterogeneidad !'structur.11 dL' lo!.i :nar·róf.1qo:· .. 1l

v1.·ulan':; es un refll'jo de la:; aclivi<la<lf.•s rn<!t-..-tl,6l icd:> y ~;intl"-t ¡,."' 
d(• L1 c(•.lul;i. Dec;pui\:; de l,:¡ inqe~ti6n do p<1rtícul.as L1les r:urnc• • .. · .. 

l/>n u óxido de JdPrro, l1a1· t:n 1111 J¿¡ps0 1le fl horc1:;, u11 mar.T.1du r. 

!Jiu C1 11 la producci(n1 li:':iO~JL'."l."11. ~;( 1 ha re~jí·1lt.:ido lit ¡irr.•r•11nPfl(~j.·1 de, 

..Jf'i.lrato dt! Golqi, "l ret'ic1J,r; ••ncJopl::isinico, y ln:; l.i :.o~;o:n•1:-. <:11 e::·· 

ta:; células (104), por lo qur, :"'-' h.-1 consideraJo q11e podría fü:r 111, 

reflejo e.le la d~nanda de una r5pida síntesis y almacenamiento c.lr 

hic.lrolasa~; úci<las bajo cond icioni:"-. en que sn requ ler¿¡ la dcf<'ll»"t 

del organismo contra al¡¡11r1 daño. Lu:> ditercnci.1:; en la actividud -

cnzi.mátic11 entrl! los 1nacr6fayos alvoolaref: y los fagocitos de otras 

partes del cuerpo, parece estar relacionada con la demi.l11da continua 

e inmediata de los macrófagos alveolares debido <1 su situaci6n a1w

L6rnica. Los macrófago~ alveolares contienen considcrabl~nentc m5s 

fosfatasa l'icida, lisosima y lipasa que los rnacr6fagos peritoneales 

(1o5) • 



'I':_ll. y como L~l~ id·~"n .... ~1 1 )!\C, •.::. t.raLajo~ de divL~f};üS autores se ha 

rcp,_;,rt.ado u11.1 ,1mpl i.1 v,1f 1<1<:i6n ._·11 ¡,_1,; porcentaje,; dí~ re<":>ptorc'" -

para Fe \' l'J t.'n c6lllla:.; mirdoj1!t::s rnurinas, tanto l'n células recién 

coluctadas J0 la m~dula 6s~a, CQmo aquellas inducidas in vitro. 

Estas variaciones pueden ser atribuidas tanto a caractcr!sticas 

propias de la cepa de rat6n, del estado de diferenciación en que 

se encuentren las células, corno a \'ariaciones propias de las técni

cas emplea dar. por cada observador. 

Con la finalidad de contribuir a elucidar esta heterogeneidad, 

en este trabajo se emplearon ratones de distintas cepas, para eva

luar el fenómeno de inducci6n a la tormaci6n de receptores inn.uno-

16gicos en cada una. Asimismo, se realizarán ensayos en los que se 

removerán células mieloides totalmente diferenciadas para proceder 

a la inducci6n de la formaci6n de receptores a partir de precurso

res, y as1 determinar si el estado de diferenciaci6n también inter

viene en la formaci6n de estos receptores, 

se plantea utilizar dos métodos para eliminar o remover a las -

cOlulas m1is diferenciadas, corno podria ser mediante la inoculaci6n 

intraperitoneal de un irritante que provoque la migraciói1 de la re

serva medular madura hacia la cavidad. otro método se realizará -

aprovechando la cualidad de las c~lulas maduras de la mOdula de ad 

herirse y por tanto ser eliminadas. 

Por otra parte, se ha encontrado ~1e macr6fagos de distintos te 

jidos producen y liberan los factores inductores a la formación de 

receptores para Fe y CJ, siendo adrunás células susceptibles a ser 

inducidas a la formación de tales receptores. F.n consecuencia se ev~ 

luar4 si la producción de FcRI y CJRI y formación de receptores, o

bedece a un fen6meno de autoinducción. Para lo cual se cu1tivar1in 
macr~Hagos peritoneales residentes a diferentes días, evaluando el 

porcentaje de receptores Fe y C3 en funci6n del tiem¡.io. 



Por Gltirno, dado que se ha reportado que macr6fagos inducidos a 

la cavidad peritoneal producen MGI pero no FcRI y CJRI, y que el 

macr6fago residente de la misma cavidad produce FcRI y CJRJ y no 

MGI, se tratar5 de determinar si el macr6fago alveolar produce al

guno de estos factores y ast poder establecer con que grupo de fa

gocitos se asemeja, contribuyendo de esta forma al esclarecimiento 

sobre el origen de los fagocitos pulmonares. 
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2,- MATERIALES Y METOPOS. 

2 .1. - ANIMALES. 

Para las pruebas de rosetas en médula 6sea, se usaron ratones -

machos y hembras de la cepa CD-1 mantenidos en el bioterio de la

E. N. E. P. - Zaragoza (C-1): la edad de estos fluctao entre 2 y 

meses. Adem.'.ls se us,~ron ratones machos de las siguientes ceras: 

CD-1 cJr,1 bioterio del Centro de Estudios Avanzados del I. P. N. (C

II), r:epa NMH-1 del mi~.:.i bioterio (C-III) y la cepa Nill del biot'?. 

rio cJe1 Hospital General ~e la s. s. A. (C-IV), todos ellos de 3 -

meses de ecJad. 

Para la determinaci6n de receptores Fe en ma,cr6fagos de cavidad 

per itoneal y para los ensayos con macr6fago~ alveolares se enplea

ron ratones de la c-r. 

2.2.- CULTIVO CELULAR. 

El medio que se utilizó es el Medio M1nimo Esencial de Eagle o 

Medio de Eaqle (ME) (Git:co Laooratories, u. s. A,) (ap~ndice 1). 

A este nlE'dio se le adicionaron 100 u/ml de penicilina (Laborat~ 

rios Lakeside, México), 100 ug/ml de estreptomicina (Laboratorios

Lakeslde, México) y 3:7 g/l de bicarbonato de sodio, antes de ser 

esterilizado se ajusta a un pll de 7.2. 
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El medio así preparado se filtra para fines de esterilidad con -

filtros de membrana (millipore U. S. A.) con un poro de 0.22 u de

diámetro. Asimismo, par~ obtener el medio de cultivo, el ME fué s~ 

plernentado con 10% de s..:ero de caballo (SC) (Microlab, México), -

previamente desactivado a 5CºC en bailo de agua durante 30 minutos. 

este suero se almacena a -20ºC y antes de ser mezclado con MF se -

calienta a J7ºC. Para el culti·10 in vitro de las células fué utili 

zada una incubadora con tempera tura constante de 37ºC, hurnPdad a -

saturación y una a trn6sfer,1 de, 1 Ot de bióxido dP carbono en aire. -

f,as células se inculx1ror. t~n cajas Je cultivo de 60 X 15 mm (Kimax 

Vinel.:1nd, N. ,l., tJ. s .. :;. ) con 5 rnl de rnl~dio de cultivo. 
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2.3.- PIWEM J2.~ ESTE'.JULIDAD, 

Para probar la esterilidad de las soluciones utilizadas, se co

locan 3 gotas de estas, en tubos de ensaye que contengan 2 ml de -

caldo de soya tripticasa al 3%, o caldo de Sabouraud (Biox6n, Méxi 

co) previamente esterilizados en autoclave, Se incuban las mue>;

tras durant.e 48 horas a 37°C, al término de las c·Jales se observa

si hubo proliferaci6n de microorganismos contamir.antes. 

2.4.- THATAMIEN'I'O CON CASEINA'f'O DE SODIO. 
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Para la obtenci6n de c6lulas tanto de médula 6sea desprovista de 

la re¡;erva medular, como de clHulas no adherentes inducidas a la ca 

vidad perltoneal, se inyectaron 3 ml de caseinato de sodio al 10% -

en SAF en la cavidad peritoneal de los ratones por periodos de 16 o 
48 horas, 

2.5,- OBTENCr~N ~ CELULAS, 

C~lulas de Médula Osea,- Se sacrific~ron a les rAtones mediante 

descervicaci6n procediendo a continuaci6n a extraer los f&iures a 

los que se les coloc6 en cajas de petri que contenían soluci6n a-

mortiguadora de fosfatos SAF, ap~ndice 2). 

Se limpian los huesos de todo resto de mCsculo y se perforan -

ambas epífisis con una jeringa de 1 rnl haciéndo fluir SAP o ME de -

un extrE~o a otro Jel hueso, repitiendo la operación 5 veces, Las

células obtenidas se colectan en un tubo y son lavadas 3 veces con 

SAF centrifugándose cada vez 3 minutos a 500 g. La cantidad de cél~ 

las obtenidas se determin6 por conteo en un hemocitornetro (diagra

ma l), 

Para los ens.:iyos real izados con células de m~dula ósea, despro

vista de células ~aduras mediante la t~cnica de preincubación (dia 

grama 2), se colect.:i la médula y se siembran 6 X 11} c6lulas en ~ 
Cajas de petri Sin SC, posteriormente Se incuban C}!~rantc l hora Y 

al término de esta se colectiln las cC!lulas no adrer idai; al sustra

to de cultivo y se resiernbrun en otras cajas con íeCJio Lle cultivo. 

ClUulas de la Cavitlad Peritoncul.- Se socrifica al animal y se 



extr;1cn Lis células dP <>sta cavidad lavando J V<'ces con 10 1111 de 

SAr en e.id,~ ocasión col<'ctanclo lc1~ células 0n un tubo c6nico. Se 

lavan "3 v<>ces con SAP cenlrít:u•_¡unrlo 3 minutos a 500 e¡ y sP111lirando 
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íi X lr1L cf>lulas en cajas de petri con ME, incubándose durante l hr, 

De~;pu;;s dP PI lo, si se> desea experimentar con rnacr6far¡os de esta -

cavidad, s<' dPsc>chan las c(•J1llus no adherentes y se adiciona inedia 

de cultivo fMC). En caso de trabajar con lo:s granulocitos elicila-

do,; a L1 c,1vidau peritoneal, 

(d iaqrama 3). 

se resi<~nbran en otras cajas con MC 

Macr6f,1c¡os Alveolares,- Se f'.J<pone la tráquea y los pulmones, r!::_ 

tirando el esternón y la parte anterior de la caja tor3cica, Se h~ 

ce una re<JUeña incisi8n en la parte media de la tráquea en donde -

se introduC"c' una aguja despuntada de je.ringa del número 21, suje

tándose firmementC> con un hilo. se perfunden unas gotas de ME al -

interior dr los pulmones Bnpleando una jeringa de 3 ml. 

Se continua el corte hasta la regi6n ventral retirando a un la

do los intt>stinos para seccionar la vena porta-hepática y as:i de

s-:ingrar al rat6n, con lo que se evita la conta:minaci6n de eritro

citos en los pulmones. Se procede a realizar el lavado alveolar -

perfund iendo un ml de ME que se e..xtrae con la jeringa repitiéndo

se la operación 10 veces, 

Las células asi obtenidas se colectan en un tubo de centrifuga 

mantenido a 4ºC en baño con hielo y posteriormente se lavan 3 ve 

ces con MF: centrífugandose a 500 g durante 3 minutos. Se siembran 

4 X io 6 cGlulas por caja ~iagrama 4). Hay que tener cuidado en -

mu.ntener humf'decidos los pulmones, por lo que hay que vertir sobre 

ellos unas <Jotas de SAP o ME con el fin de evitar que se dañe el 

tejido. 

Eritrocitos de Carnero.- Para las pruebas de EA y E/\C se usaron 

eritrocitos Je carnero, los cu¡¡ les se extraen por sangrado de la -

yugular dt> 0st0 animal y st' colocaron en soluci6n de Alsever (apfln 

dice 3) en relaci6n 1:1. Los eritrocitos se almacemron una s!!lllana 

antes de su uso y nunca d!'spuf·~-; dr 5 sf!mana~; a 4ºC. 
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l.- Medio Condicionado de Pulm6n (MCP}, Este~ modio se ha proba

do qiw os una sustancia rica on FdU además de contener MGI. Para

s11 ohtc•nci6n st.' in}:"r:t6 a los raton.:~s en la Vt'na caudal 0,1 ml de 

é;Tü' contc-ni•'ndo 5 u1; de lipopol isacári<los (LPS) de ~~monella !:x-
P'.-irnur_i_u:n (Siqma, i';hPrnical ll. S. A,). Después de 3 horas se sacri

f icrn a los ratones para extraer compl0tos a los pulmones colocán

dosl.' 011 tuJ_JQ,; de ensaye de 50 ml con 5 rnl de ME 1' proceder a rnant~ 

110rlos durant0 4H hora!; en la inr::uba<lora, Posturiorm0nte se centri 

f.ipn loe', t.ubos a lfJIJO g JurantP :')minutos separándose el medio -

conJicionado d0 los pulmones. Se recupera el medio condicionado, -

St" le ilpl ica pru0l)a de esterilidad y se conserva a -20qC (diagra-

ma 5). 

II.- Me<lio Condicionado de Pulm6n Desprovisto de Macr~fagos Al

veolilrE>s (MCMA}, A ratones inyectados con LPS por vía intravenosa, 

se les aplica la técnica de lavado alveolar para eliminar a los m~ 

cr6f.tgos; ul terminar el lavado al•1eolar se extirpan los pulmones 

prosiguiéndose con la técnica de obtención de MCP (diagrama 6). 
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III.- S'.Jero Endot6xico. Se sirj•Je la técnica para MCP solo que en 

este caso se utiliza la sangre Je rut6n en vez de los pulmones. La 

sangre se obtiene seccionando al coraz6n con tijeras. Se colecta -

inmediatamente la sangre con una jeringa de 1 ml y se vierte a un

tubo de ensaye en donde se deja reposar durante 15 minutos a temp~_ 

rat~ira ambiente. Después se desprende el coágulo de las paredes del 

tubo mediante agitación vigorosa y se coloca el tubo con sanqre a-

4ºC durante l hora. Por último se centrifuga a 1000 g durante 15 -

minutos colectándose el suero, el cual se conserva a -20ºC hasta -

el momento de su uso (diagrama 7). 

IV.- Preparación de Medio Condicionado de Macr6fagos Residentes 

en L1 cavidad Peritoncal (MCM). Se obtienen los macr6fagos reside~ 

teos ,fr L1 c-1viJad pcritone,11 \'[;e les agregan 5 ml do MC con 0.02 

mg de' ¡,p~; i ncub:indose prir 4 dí.1s. Los medios condicionados ad pr~_>_ 

pilrildos fueron c0ntríf11r1c1dos a 500 9 por 5 minutos para Pliminar él 
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l.:is cPlulas en suspent'li6n y almacenados a -20ºC hasta su uso (dia

qr.1m .. 1 U). 

v.- l'rqiarctci6n de Mt~dio Condicionado de Macr6fagos Alveolares 

(~ICMA). Se siquc> la técnica de obtención de rnacrófagos alveolares 

.rntP:> descrita. IJna V~!Z ya adheridas las cf!lulas al plato de cul-

L ivo, lambit'n se les agregil o. 02 mg de J,Ps. Las células se incuban 

de B a 12 días, que una vez transcurridos , se centrifugan a 500 g 

dur,1nte 5 minutos y se almacenan a -2o•c hasta el momento de su -

u:'º {diagt·ama 4), 

Preparación de Eritrocitos Activados con Anticuerpo (EA) y Eri

trocitos Activados con Anticuerpo más Complemento. (F.AC). 

VI.- Se toma 1 ml de eritrocitos de carnero lavándose 3 veces -

con SAF centr1fugando a 500 g por 3 minutos. Al botón de er itroci

tos se le quita el SAF y se agregan 4 rnl de una dilución de IgG -

1:1600 (7s, Cordis Labs., Miarni Fla.) y otros 4 ml de SAF fresco, 

se mezcla e incuba por 30 minutos a 37°C. Pasado este tiempo se -

ccntrifug.:i, se desecha el sobrenadante y se l.:ivan los eritrocitos 

con anticuerpo otras 3 veces más con SAF para eliminar el exceso 

ue anticuerpo. Se centrifuga finalmente a 500 g por 3 minutos, se 

elimina el sobrena<lante y se adicionan 8 ml de SAF fresco. El EA 

así preparado se conserva a 4 ºC hasta por 5 días (diagrama 9). 

VII. - F.AC. Se obtiene suero de rat6n diluyéndose al 10% en SAF 

y f;e mezcla con EA en relaci6n 1:1. Esta mezcla se incuba 30 minu

to~; a 37ºC. Se lava 3 veces con SAF y se resuspende en el volumen 

inicial rle suero y SAF. El EJ\C se conserva a 4ºC hasta por 3 días 

(d ia,3rama l O). 

Dcterm.inaci6n de Rosetas EA y EAC en Cl!lulas de Médula Osea. 

Se utilizan células de m~dula 6sea ya seadc>srués. de haber sido 

lavada con SAr, o bien, a los 4 d!as de incubación. En ambos casos 

se mnzcla un volumen lleterminado de EA o F.AC con las células mie

loidt's de• t.:il forrna quP SE' establezca una proporción de 100:1. Se 

ccntr i fuqan a 500 r¡ por 5 minutos, form:lnllose un botón, el cual -
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so inculu sin resispcnder durante JO minutos¡¡ 37 °c, Posterionnmte se resis

pende el hot6n muy suavemP.nte utilizando una piµP.ta pasteur y se 

CVdlúa el porcentaje y ntlmc,ro de células con más de 3 eritrocitos 

adheridos, il lo cual se le llama roseta¡ la evaluación se realiza 

modiante el uso de un hemocitometro (diagrama 11). 

2.7.- OTROS PROCEDIMTF.NTOS. 

Teñido de células.- Para hacer frotis de las células mieloides 

se procedió de la siguiente manera1 las células se colocaron en 

portilobjetos mediante una centr1fuga cytospin (Shandon Southern u. 
s. A.) a 1000 rpin durante 5 minutos, posteriormente se fijaron y 

tiñeron por medio de la t~cnica May Green-Wald-Giansa, con el pri

mer colorante permanecieron 3 minutos, con el giemsa al lOt se ti

ñeron 10 minutos. 

Para la determinacien de macr6tagos adheridos al sustrato de 

cultivo, se lavan las cajas con SAF y se agrega el fijador y el 

colorante de la torr11a antes descrita. 

Confiabilidad de resultados.- Todos los experimentos realizados 

en este trabajo, se efectuaron un m1nimo de 2 veces y por duplic~ 

do, Cada expern.iento se reali26 independienteuente uno de otro y 

el ndmero de veces necesarias para obtener un llláximo de lOt de -

error, 

Manipulaci6n del Material de Trabajo,- Todos los reactivos y -

cristalería usados se esterilizaron previamente en autoclave a 

Jl 

15 lb de presi6n durante 20 minutos, o bien, en el caso de los reac 

tivos, usando filtros de mmbrana, Para la obtenci6n y manipulaw-

ci6n de las células, así como para el uso de las diversas sustan-

cias, se trabaj6 en una campana de cultivo previamente limpiada con 
alcohol al 70' y esterilizada por 20 minutos con luz ultravj'oleta, 

control Positivo y fJegativo ,- Para el mpleo de SE, MCP, MC!'t y 

MCMA, se us;uon respectivamcntE- 0,2, 0.4 y 0,5 ml de ellos en los 

platoR con c~lulas sometidas a inducciOn, En el testigo no se agr~ 

garon estos medios. 
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1) Deterniinaci6n de la formC1ci6n de Roset¡¡s EA y E:AC en CiHulai:; 

de Médul¡¡ Osea Murina. 

2) Jnducci6n a la Formación de Receptores pi!ra Fe en Células de 

Médula Osea. 

J) Jnducci6n a la Ponnaci6n de Rosetas EA en M€!dula Osea de Dis 

tintas Cepas de Ratones. 

4) Determinación de Receptores Fe en Células de Médula Osea Des 

provista de C&lulas Maduras Mediante Preincubaci6n, 

5) Inducción a la Formación de Receptores para Fe, en C&lulas 

de Médula Osea desprovista de Células Maduras. 

6) Inducción a la Formación de Receptores Pe en Células de la 

Cavidad Peritoneal de Ratones Inyect¡¡dos con Caseinato de 

Sodio, 

7) Cin€!tica de Formación de Rosetas Fe e Inmunofagocitosis en 

Macrófagos Murinos Residentes de la Cavidad Peritoneal. 

8) Cinética de Formaci6n do Receptores CJ e Inmunofagocitosis 

en Macr6fagos Murinos Residentes de la Cavidad Peritoneal. 

9) Incapacidad de los Macr6fagos alveolares para Producir HGI 

~· para Autoinducirse a la Formación de Receptores para Fe y 

CJ. 

1 

~ 
3 ....., ___ /,-,,21~-, --........ 4 

sv/ \ 6 
' \ I \ ,, \¡ 

7~/ª 
9 

Diagrama do la socuenc iu do experimentos real izados durante la 

tesis. 
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J. RESULTADOS, 

DtU~INACION DE LA FORMACION DE ROSETAS EA y l!!l\C EN c¡::r..uLAS 

DE MEDULA OSEA MUlUNA. 
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'!'ornando eu consideraci6n que los receptores para la porci6n F'c 

de la lgG y para la porci6n C3b del sistema del complemento del ola~ 

rna sanguíneo en cf!lulas mieloides, son adquiridos durante el proce

so de difercnciaci6n celular y que en la ml!dula 6sea se encuentra -

un compartimiento muy importante de células maduras, se esperar1a -

que exist1~se un alto porcentaje de células con receptores para Fc 

y C3. Sin embargo, en trabajos anteriores (106) se encontr;uon va

lores muy bajos de células con estos receptores, al grado de repo:_ 

tar algunos valores cercanos a cero (107). 

con l.:i finalidad de determinar el porcentaje de ctilulas con re

ceptores para Fe y C3 en nuestras condiciones de cultivo, se proc~ 

di6 a evaluar la formaci6n de rosetas EA y EAC en células de médu

lu 6sea procedente de ratones de la cepa CD-1, 

Para EA se observo una cierta variabilidad ya que se tuvieron va 

lores desde 1% hasta 13%. El promedio de forrnaciOn de rosetas EA -

fué de 6.1% con una desviaciOn estandard (d,e,} de J,J, o sea de -

casi la mitad del promedio (tabla 1). 

Para EAC tambH~n se advirti6 variabilidad en el porcentaje de -

formaci8n de rosetas yendo desde 4% hasta 16% obteni~ndose un pr~ 

medio de 9.1% con una d,e. de 4.4, que en este caso tambi~n fué de 

casi la mitad del promedio. 

Los anteriores d¡:¡tos indican que las ctllulas de médulu ósea PºE 
tub,~n bajos porcentajes de rccc•ptores tanto puru Fe corno para C3, -

pero con una amplia vuriabilidud. 



'l. de Rose ti\s 

f c C3 

13 16 
19 14 
9 11 
8 9 
7 8 
6 6 
s s 
s 4 
5 
5 
3 
2 
1 

PrciMtdio 6.1 9.1 
d.e. 3.3 4.4 
c.".(~) 54 48 

TABLA 1. DETEP.MJ Nl\C IUN DE LA FOHMAC lON DE ROSETAS EA Y EAC 

EN CEJ.Ul.1\~; llE MEDULA OSEA Mll!UNA. w 
U1 



INDUCCJON A LA FORMACJON DE RECEPTORES PARA Fe EN CELULAS 

DE MEDULA OSEA. 

Una vez determinado el porcentaje de ctilulas con receptores pa

ra Pe en mtidula 6sea murina y con la finalidad de estudiar la ci-

nl'.!tica de inducci6n de receptores inmunol6gicos en c€!lulas mieloi

cles, se procedi6 a evaluar la inducci6n a la formaci6n de nuevos re 

ceptores Fe en dichas ctilulas mediada por el inductor FcRI, para -

ello se utilizaron dos medios ricos en dicho factor, el suero en-

dotóxico (SE) y el medio condicionado por macr6fagos residentes de 

la cavidad pcritoneal (MCM). 

La inducci6n fué evaluada a los 4 días de incubaci6n utilizando 

ya sea 0.2 ml de SE, o 0.5 ml de MCM. En los resultados obtenidos 

con SE la variaci6n fué muy amplia, teniendo una ocasi6n en que -

ninguna célula form6 rosetas hasta otra en donde el valor fut! de -

38t {tabla 2). Como era de esperarse la desviaci6n fué muy elevada, 

casi igual al promedio siendo respectivamente de 12 y 13%, 

Con el MCM la variaci6n también fué muy alta ya que la d.e, ob

tenida asciende a 17 contra un promedio de 22% de células que for

maron rosetas EA, 

Si se comparan los'resultados registrados con el SE y el MCM, se 

puede ver que en el altimo los porcentajes son mucho m~s elevados

pues se lleg6 a obtener hasta un 61% de rosetas, aunque también hu

bo casos muy bajos: 2%. 

Al hacer la evaluaci6n del testigo (sin medio inductor), se en

contr6 que este también presenta una gran variaci6n en la formaci6n 

de rosetas EA con datos extremos de 42% y de lt, El promedio fué -

de 15% con una a.e. que ascendi6 a 12. 



X de Rosetas EA )( •••• e.u. 
SE 38, 38, 21, 18, 15, 13, 8, 7, 7, 7 J '· ~, 3, 8. 13 1% ,. 
MCR 61, 51, 42, 3?J 31, 21, 21, ze, 1e, 10, 11, 9, 22 11 77 

'· 6, ~, 6, 2. 

Cont, 42, 35, 31, 27, 21, 1,, 16, 16, 14J 12, 18, 6, 15 12 88 
5, 3, 2, 1, 1. 

1 de Ros@tas ( )( 104) 

--
SE 783, 547' 532' 539, 449, 3ZB, 2sg, 224, 22Q, 38' 211 68 

154, 140, 119, ~9, 9. 

"e" 649, 481, 459, 339, 318, 315 2,4, 2,9, ª'ª' 269 159 59 
256, 230, 228, 219, 119, 113: 21, 15 1 

Cont ,¡ 399, 35i, 
1 126, Hi, 

252, 249, 21i, 1,i, 
,i, 99, 3Q, 8Q, 

142, 149, 
12, 19. 

13i, 154 18' 'ª 
1 -



Los resultados obtenidos para SE y pdra el control fueron muy -

,;emej,~ntes, es rn5s, da la impresión que hubo una mayor inducción -

p~ra receptores Fe en el testigo (15%) que en el medio con FcRl -

(13%). Sin emb.:irgo hay que tener en consideración que como el SE -

c<n1Liene además del FcRI el llamado inductor a la proliferación de 

macr6fagos y granulocitos (MGI, del inglés Macrophage and Granulo

cyte lnduccr), es notorio que los datos de porcenL1je no dan una -

1Jca clara del número de células que fueron inducidas por el PcRI, 

por ello se consider6 adecuado evaluar el nOmero de c6lulas que -

formaron rosetas EA en cada una de las situaciones experimentales. 
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con el SE en donde se detect6 la mayor proliferaci6n de cfllulas, 

también se obtuvo la mayor .inducci6n de rosetas, con un promedio de 

306 X 10
4 c~lulas con receptores y con d.e. de 210, 

con el MCM el n!lmero de rosetas fué de 269 X 10
4 con d,e. de 159. 

Por Oltimo, el testigo present6 154 X 10
4 rosetas y desviaci6n de -

106. No obstante, hay que hacer notar que en los tres casos las v~ 

r i ac iones fueron muy grandes ta 1 y corno lo muestra la desv iac i6n -

est.:indard. 

Al analizar estos resultados se observa que el Fc~I contenido en 

el SE duplic6 el nfunero de células con receptores pata la Fe tespe~ 

to al control, en tanto el MCM ocup6 un punto aprox.tmado, aunqi.¡e me

nor al SE, 



INDUCC ION A LA FORMJ\CION DE ROSETAS E1\ EN MEDULA OSE/\ DE 

RATONES DE DISTINTAS CEPASt CD-1, NMR-1 y NIH, 

La gran variabilidad que se encontr6 en la inducci6n a la for-

maci6n de rosetas EA, en ct?lulas de ml!dula 6sea en los diferentes

cxperimentos realizados, nos hizo pensar en la posibilidad de alg~ 

na alteraci6n en el estado de salud de los ratones utilizados, o -

en una propiedad muy espec1fica de la cepa empleada. 
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Para poder esclarecer estas cuestiones, se realizaron experilnen 

tos similares do inducci6n con SE y MCM utilizando, tanto ratones 

de la misma cepa CD-1 provenientes de otro bioter.io (C-Il), como -

ratones de otras dos cepas: la NMR-1 (C-III) y la NIH (C-IV) (tabla-

3). 

AL analizar los rPsultados obtenidos con médula 6sea de la C-Il, 

nos encontramos que las d.e. eran mucho menores que las observadas 

con la r-r, ya que con SE se encontr6 un promedio de 17% con d,e. -

de Gnicamente 7, astmismo con MCM se tuvo un promedio de 20% con -

d.e. de 10. 

Por otro lado, los valores obtenidos para los controles con la

C-II, fueron de menos de la mitad, 7% de promedio con d.e. de 5, 

que los encontrados con nuestra propia cepa. Estos resultados indi

can que las condicion~s del bioterio pueden influir fuertemente en 

el porcentaje de receptores inrounol6gicos de las ctilulas hemato--

poi~ticas. 

Al considerar los valores obtenidos con los ratones de las C-III 
y C-IV, se destac6 que en el caso de la C-III los resultados de -

inducci6n fuerJn semejantes a los encontrados para C-II con un pro

medio de 19% y d,e. de 7 para SE y un promedio de 26% con d.e. de 9 

para MCM, sin embargo los controles fueron extremadamente variados 

y elevados con promedio de 30 y d.e. de 18. 

Para la C-IV se encontraron valores muy similares para los pro

medios tanto de SE, MCM, as! como en el control (15, 15 y 12%) y 



CEPA I HDUCIOR X ~e Rose tas 1 

C»-1 SE 3Q, 19, 19J 15, 11, 19. 

"e" 33 ¡ 2,, 2?J 25, 14, 12, 
12, 7. 

1 
1 

Con t, 17, 13, 8, 7, 5, 3, ' 
3, 1. 

HMl-1 
! 

SE 3 C 21, 18, 14, 12. 
1 "e" 3~L 31, 29, 21, 13. 
1 

1 Cont, 48, 44, 38, 22, 4. 
1 

NlH SE 19, 16, 15J 11. 

i MCM 28, 15, 13, 11. 

Con t, 16 ¡ 14, 19, 6. 
Tl\!1111 3, JNDUCCION /\ LA F'ORMACJON DE ROSFTAS EA EN 

JU\TONEf; DE n Ii>T TNT /\S e F.PAf.. 

X d.e. 

17 7 

28 11 

7 j 

19 1 

26 9 

31 18 

15 3 

1~ 4 

12 4 

e .v. 

• 
51 

71 

36 

J4 

" 
21 

2' 

31 
• o 



u.e. muy baja de J, 4 y 4 respectiva1oente, 

N:J,.,;tros resultados int.lican que para efectuar estudios de induc 

ci6n d la formaci6n de receptores inmunol6gicos, es muy importante 

seleccionar la cepa de rat6n a ser utilizada y considerar el esta

do r¡<'neral de salud de los mismos. Para la continuaci6n de este -

trabajo se eligió proseguir con la C-lI, ya que la C-III tenía co!!. 

troles muy elevados y la C-IV muy parecidos a los encontrados me-

diante inducci6n. 

DETERMINACION DE RECEPTO!leS Fe EN CELULAS DE MEDULA OSEA 
DESPROVISTA DE CELULAS MADURAS MEDIANTE PlU!lINCUSAClON, 

Siendo que los portadores de receptores fo son células maduras, 

se pens6 que la variabilidad encontrada en la C-I, respecto a la

C-II, podía ser debida a la existencia en la médula 6sea de célu

las altamente diferenciadas. 

Con el objeto de separar a dichas células, se opt6 por la pro-

~iedad que tienen de adherirse al sustrato de cultivo. 

Para ello se cultivaron previamente las células durante 1 ~ora 

se eliminaron aquellas que no se encontraban en suspensi6n. 

Tal y como era de esperarse, el porcentaje de células con receE 

:ores bajo significativamente de 7\ a 2% tanto para Fe como para -

:3 (tabla 4) • 

Sin embargo, al utilizar estas células para estudiar la induc-

·i6n mediada por FcRI contenido en nl MCM, durante 4 días de incu

•aci6n, se obtuvieron valores muy semejantes a los encontrados cua~ 

:o no se deplet6 a la médula de las células adherentes, ya que en -

.1quellas que hablan sido preincubadas se encontr6 un valor de 14%

de rosetas EA en los medios que contenían FcRI y s6lo 7% en el con 

trol, en tanto, en células sin preincubaci6n se tuvo que en las -
que no se agrego MCM el porcentaje de rosetas EA fué de 13% y el -

control de 7%. 
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INDUCCJON A LA FORMACION DE RECEP'l'ORE~; P.l\AA Fe l EN CELULAS 

DE MlmULA OSEA DESPROVISTA DE CELULJ\S MADURAS, 

43 

Es conocido que la inoculaci6n intraperitoneal de un irritante 

ocasiona la migraciOn a esta cavidad, de leucocitos maduros. Estos 

leucocitos est&n constituidos principalmente de granulocitos prov~ 

nientes de la reserva medular. En consecuencia, otra forma de lo-

grar la depleci6n de cllulas maduras portadoras de receptores para 

Fe en la m6dula 6sea, es mediante una previa inyecciOn intraperit~ 

ne al de case ina lo de sodio, de tal forma que de spu~s de 16 ho.ras -

la mayoría de células madu1·as de la reserva hayan migrado al sitio 

en que se localice al irritante y por tanto desprovisto a la m6du

la 6sea de sus clHulas 1nás maduras portadoras de receptores para Fe, 

Esta forma indirecta de enriquecer a la médula de precursores -

mieloidcs fué aplicada a ambas cepas de ratones CD-1, para determ! 

nar si en estas condiciones se comportaban en forma similar y tra

tar de obtener controles bajos de rosetas EA, para de este modo es 

tudiar con mis detalle el proceso de inducciOn de receptores Fe me 

diado por el Fc~I contenido en el SE y MCM, 

Se tomO como tiempo ide~l para este experimento las 16 horas, -

pues es sabido que la mayoría de los granulocitos se encuentran a 

este tiempo en la cavidad peritoneal y por otro lado, es un perio

do lo suficientemente corto como para evitar la repoblaci6n de la 

reserva de la m6dula 6sea. 

Además, para asegurarnos de que no era necesario esperar más -

tiempo para garantizar la depleci6n medular, se evalu6 el porcent~ 

je de cllulas formadoras de rosetas EA en la m~dula 6sea de C-I, a 

las 16 y 48 horas después de ser inyectados 3 ml de casoinato de -

sodio al 10% en la cavidad peritoneal. En ambos casos se encontra

ron resultados semejantes ( tabla 5), ya que obtuvimos un promedio 

de B y 7% con d.e. de 2 y 2.5 respectivamente. 

Hay que notar que el porcentaje de c~lulas con receptores para -



Evaluacian de Rosetas E" en Celul"s de 
Medula Ose~ ( X ), 

16 hor"s 48 hoPas 

11 10 . 8 ' 8 5 
6 

Pro Medio 8 7 

d.e. 2 2.5 

c.v.(Y.) 25 35 

TA3LA 5, DETERMIANCION DEL PORCENTAJE DE HOSETAS F.A EN MEDULA OSEA 

DESPHOVISTA DE CELULAS MADURAS. ENSAYOS A lG Y 48 llORAS DESPUl"S 

DE LA INOCULACION INTRAPFRlTONF.AL DE CASEINATO UE SODIO. 

.. ... 



l'C futí muy p.:irccido al l'ncontradocucincJo no se deplet6 la reservd 

medular, no obstante las J.e. fueron sensiblemente menores. Estos 

result.:idos nos llevan a pensar que la d.u. nos sirve como un parSm~ 

tru para detectar el estado de salud e.le los animales, en consccuen

ci<t se tom.:iron r,1tones de la C-Il para reconfinnar estos resultados 

pcru divididos en dos grupos, en el primero se inyectó como se de! 

crilii6 anteriormente el caseinato de sodio y en el segundo grupo no 
(con trol\ . 

Nuestros resultados indican que la médula depletada se comportó 

en forma an5loga a la c-r, con un 8% de promedio de rosetas y una 

d.c. de 13 (tabla 6). 

Con el nroposito de estudiar en ambas cepas de ratones el efecto 

inductor del FcRI en médula 6sea depletada de células maduras, se -

procedió a incubar estas células durante 4 d1as en presencia de -

los medios inductores SE, MCM y medio condicionado de pulmón (MCP). 

Los resultados mostraron que el MCM fué el medio con mayor activi

dad inductora, ya que se obtuvo un promedio de 18% en comparaci6n

de 16% para SE y 11% para MCP. 

Al igual que lo realizado en el caso de la determinación de la 

formación de rosetas EJ\ y EAC en médula 6sea, se evaluaron el nrtme 

ro de células que formaban rosetas con y sin los medios condiciona 

dos, para calcular la capacidad inductora a la formación de nuevas 

rosetas del FcRI contenido en ellos, Se encontr6 que en ausencia -

de medio condicionado (tabla 7) habian en promedio 54.5 X 104 --

c6lulas con rosetas EA y que en tanto con SE como con MCM aumenta

ron considerablemente a 310 y 190 X 104 respectivamente. 

Es claro que aunque el MCM resultó tener mayor porcentaje de -

c6lulas con receptores para Fe, fu~ el SE el que result6 m§s acti

vo al inducir al mayor namero de cl!lulas a formar dichos receptora:;, 

c>st:o es probablemente debido al MGI que contiene SE. 



Y. dt Rositas -X d,f, C,,, 
' 

latents Jn,tct1dos 

latants no lnytctlelos 12 

4 dias 4• lncubicion 
Ratonts lny1ct1dos 
16 hopas. 

MCP 21, 19, 11, 6, 61 11 ., 61 

TABLA 6, DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE ROSETAS EA EN 

MEDULA DESPROVIS'rA DE CELUI,AS MADURAS DE LA CEPA 

C-I. ENSAYOS A TIEMPO CERO Y A 4 DIAS DE INCUBA

CIOtl EN PRESENCIA DE MEDIO INDUCTOR. 



llf•ios 
SE 
MCll 

Con t, 

SE 

MCM 

Cont, 

Y. dt RosttiS !A -X 

29, 21, 28, 19, 18, 18, 16, 9, 9 1 '1 5, 16 
25, 22, 28, 21, 18, 18, 11, 9. 18 
19, 16, 14, 11, 11, 9, ,, 8, 8 / 5, 4, 2. 18 

1 d@ losttas x 1a4 

611, 681, 441, 411, 281, 252, 228, 221, 318 
171, 185, llS. 
388, 3'11, 231, 281, 161, 154, 91, 91. 198 
185, 112, 81, 72, 45, 44, 31, 21, 55 
28, 1,, 13, 13. 

'l'ADLA 7. INDUCCION l\ L1\ FORMACION L'E RECl,P1'0RES PARA re 
EN CELULAS DE MEDULA OSEA DESPROV l!''l'A DE CELUl./\S 

MADUHAS 1 MEDIANTE LA JNOCULACION IN'l'HAPERJTONEAL 

DE CASE Il/A'l'O DE SOIJTO DURANTE 16 llORAS. 

d,f, c." 1 

(Y.) 
1 41 

' 31 . 
5 51 

181 58 

83 43 

52 '' 



l NDUCCION A LA PORMACIOt~ DE HECEPTORES Fe EN CELULAS DE LA 

CAVIDAD PERITONEAL DE RATONES INYECTADOS CON C.:\.SEINf\10 DE SODIO. 
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Por último, con la fin.:ilidad de determinar si lJs células madu-

ras que miyran a la cavidad peritoneal de!de la m~Jul.:i 6sea, son sus 

ceplib1es de ser activadas por el PcRI, se incubaron estas en pre-

~;l'llCÍil de MCM y MCP du1·ante 4 días. [,os resultados ~:1d1can que en -

•J<'/lPr<il l.:is células no t;on induci.bll'S, pues obtuvlrr,os promedios muy 

e1<'vaclos con <.l.e. grandes y St'inejantes a los encontrados en ausen-

ci..1 de medio inductor (tabla 8). 

CINETICA DE PORMACION DE ROSETAS EA E JNMUNOPAGOCITOSIS EN 

MACROPAGOS MURINOS RESIDENTES DE LA CAVIDAD PERI'l'ONEAL. 

Siendo que a lo largo de este trabajo, se ha encontrado que el 

MCM es un buen inductor de receptores para la Fe en c~lulas mieloi

des, se pens6 que puede existir un fen6meno de autoinducci6n media 

do por los monocito-macr6fagos. P,ua f!studiar el fen~cieno dn forma 

ci6n de receptores Fe en funci6n Jpl tiempo, se cultivaron 5 X 106 

macr6fagos residentes de la cavidad peritoneal y el p~rcentaje de

células form.:idoras de rosetas El\ ful\ evaluado a los 2, 1, 2, 4 y 8 

días. Se encontró que el porcentaje de clilulas que formaban rosetas 

E,\ aumental>i1 a medida que trilnscurr'Ía el ti~.po de c:iltivo, llegan

do a saturación aproximadamente a los 4 dlas con un promedio ele 73% 

dr- ci\luL1s con receptores (tabla 9). 

C1be hac0r notar que en tiempo cero, ya había células que port"!. 

u.in receptores para Fe (7%) y que a los 8 días hubo un experünento 

en el cual se encontr6 un 90% de c~lulas capaces de formar rosetas. 



t1EDIO t1CP MCM CONIROL 

Rosetas 44 38 34 
( f,) 

36 28 
20 

27 12 

ProMedio 32 34 25 

TADLA O. INDUCCION A LA FORMACIO!I DE RECEPTORES Fe EN 

CELULAS DE LA CAVIDAD PERI1'0NEAI DE RATONES INYEC

TADOS CON CASEINATO DE SODIO. 



TIEMPO 1 

~ias) ! 
1 

' /rw,. j 
' 
1 

'1 1 
1 

1 

1 1 1 
! 

1 

2 1 

' 

: 4 
' 
: 

8 ! 1 

:Rositas Fagocitosis r. To tal 
(~) Cr.) 

• B A B A B 

18 e 9 4 Ut 4 
1, 29 9 5 19 5 
22 22 39 10 52 19 

18 46 67 24 77 24 

41 89 29 1 78 1 

1'1'.BLA 9. CINE'l'ICA DE FOl%'\CION DE ROSETAS EA E JNMUNOl'AGO-

CI'J'OSIS Et! MACROFAGOS MUHINO!> HESID¡.;NTES DE LA CAVI

DAD PEHI'l'otlE/\L. 

)( d..t. 

7 4.2 

22 4.2 

42 14.1 

13 t.9 
81 14.1 

c.v. 
(~) 

68 

19 

38 

6 

17 

V1 
o 



Se advirti6 en el transcurso de los experimentoK, que en ocasio 

nes las células que formaban rosetas efE•ctuaban una fagocitosis -

de los eritrocitos. Para evaluar el fen6meno de inmunofagocitosis 

en funci.6n del tiernpo de cultivo, se determinó por separado el -

número de macr6fagos que únicamente hicieron rosetas do ac¡uellos

qu e efectuaron fagocitos is. 

Obtuvimos que existi6 muy poca actividad inmunofagoc1tica antes 

del segundo dia de cultivo, llegando a no detectarse en algunos PX 

perimentos. La irununofagocitosis aumenta hasta el cuarto día de -

cultivo en donde se llegó a detectar hasta un 67% de células con

a! mmos un oritrocito fagocitado (tabla 9), Qin embargo la fagoc.!_ 

tosis disminuyó importantemente al octavo dia de cultivo, llegando 

en una ocasión a desaparecer completamente, 
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Es interesante hacer notar que al efectuar la suma de los por

centajes de macr6fagos formadores de rosetas con aquellos que inm~ 

nofagocitaron, los valores seguían una cinética ascendente, lo cual 

parece indicar que aunque existía una variabilidad en las células

que podían fagocitar, había homogeneidad en el total de células con 

receptores para Fe (Figura 3). 

CINETICA DE FORMACION DE RECEPTORES C3 E INMUNOFAGOCITOSIS 

EN MACROFAGOS RESIDENTES DE LA CAVIDAD PERITONF.AL. 

Como los receptores para Cl en macr6fagos juegan también un pa

pel muy importante en la defensa del organismo contra cuerpos ex

traños, se consider6 interesante efectuar e..xperimentos similares a 

los realizados para los receptores para Fe, utilizando macr6fa~os 

residentes y evaluando la aparici6n de receptores para C3 a los -

O, 1, 2, 4, y 8 días de cultivo. 

Para llevar a cabo la evaluación de la actlvidad, se consider6 

la suma del porcentaje de células que formaron rosetas, con aque

llas que fagocitaron a los er itrocltos. Se observ,1 que a tiempo -
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T 1 El1PO 
<D1AS). 

o 
1 

2 

4 

E 

ROSETAS C3 FAGOCITOSIS 
t'.) ( :'.) 

E~P. A B e A B e 
74 1 24 Q 13 23 . 

12 12 21 44 26 11 

9 6 61 70 13 1 

15 38 44 68 8 19 

9 91 82 3 

TADLA 10, CINETICA DE r'ORMJICION DE RECEPTORES PARA CJ E IN

MUNOFAGOCITOSIS EN M1'CR0fACOS MllRI?lOS RESIDENTES DE 

LA CAVIDAD PERITONEAL. 

X lOIAL 

A B 

74 14 

56 38 

79 19 

83 46 

91 94 

e 
47 

38 

68 

54 
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w 



c<•ro lc1s c(~lulas Jll"•'~;entan un.:i •Jr<tn heterogeneid¡id de receptortis -

para CJ, ,;1<'n1lo 0n un e-aso ele 7·11. y en otro de 1% (t.abLt 10), No 

"''observó 11niformidd<i en .. 1 incr1•mPnto d la forrnaci6n dn r0c<'pto

r1•s ¡1.1r.::i C.l <'ll función del tit>mpo, al octavo d1a de cultivo su cn

r·tH•nt.r<1 Pll 1111n de los f'Xpcrimentos 91'1. de células con receptort>s -

,., ·,- •'ll <'l Dtro tínlcu111cnle \J'L L,1 inmunofagocit:osis tampoco resul

t (, '~'' r hnrnO<Jt"H'il, \"" que .:i Jn•"l ida que transcurre 1~1 t iernpo de cul

t i vu :;l' vPn valorP:·; tan altos como 7c•i al tercer uía y 82% al octa 

''º d:i.:i. o ¡,jr•n, muy bajos de 3% al octavo dla (tabla 10). 

Al h.1bl'r observado que en doc. experiJnentos independ ientt'S Pl -

porcentaje ele rec<>ptores p.:ira CJ de m.1cr6ta<JOS peritone.:iles era -

a .1 tamen h' hl' t ero91'.•nt•o, se proccd i6 a real izar un tercer exper ime!!_ 

to en el q1H' li.1 form.,ci6n de rosetas y la inmunofayocit.osis rt>sul 

taran ~er nunvam0nte sumamente variables nn el tinnpo de cultivo.

El comp<fft;imienlo tan varinble de la inducción de receptores para 

CJ en macr6fagos de cavidad peritoneal, no nos permite efectuar un 

promedio para establecer un patrón de inducci6n bien def iniclo tal 

y como se hizo parc-:i la inducci6n de receptores para Pe (F'ig. 4). 

INCAPACIDAD DE LOS MACROFAGOS ALVEOLARES PARA PRODUCIR MGI 

Y PARA AUTOINDUCIRSE A LA FORMACION DE RECEPTORES PARA Fe Y C3. 

Una vez determinado que los macr6fagos residentes de la cavidad 

peritoneal eran caoaces de autoinducirse en casi un 100% in vitro 

a la formaci6n de receptores tanto p.:ira Fe como para CJ, se pro-

c0cli6 a cultivar macr6fagos alveolares para determinar si este com 

por.tami.ento es compartido por este tipo de fagocitos. Sin embarqo 

en nuestras condiciones de cultivo no se observ6 ningBn fen6meno

,Je autolm1ucci6n pues aún después de 4 días de incubaci6n, los ma 

cr6f~gos alvl'ol.:ires carec1an de receptores Fe. 

En tr.:ib.:ijos anteriorrs f;e encontró c¡uc existía una heterogenci

Jad en la producci6n de factores inductores dentro de los macr6fa

q0~;, pupo; "ol.o los residc>ntC':; de la cavidad peritoneal secretaban 

,11 mcrliu de cultivo FcRI y C3RI y no MGI, mientras que los induci-
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dos ¿¡ dicha cavidad secretaban MGI y no PcRl y CJ){I. 

Con el objeto de determinilr si el MGl que se encuentra abundan

temente en el MCP, procedía do estos fagocitos incapaces de uutoin 

ducirse a la fonnaci6n de rosetas EA, se produjo medio condiciona

do por estas células (MCMA) y tanto por pulmones endot6xicos ent<·

roc;, como depletados de macr6fagos alvcolare;:. 
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~luestros result.:idos muestran que, mientra~º el MCP es un fuer!.' 

incluctor a L1 pro1Jferaci6n al igual q1w L'l Mr'P .Jeplet¡¡do ,1,, m<1·· 

cr6faqos alveolares, el MCMJ\ no indujo aui.,enl.o r:,,J11lcir d¡ir,rJ0 u11 ,_.,. 

c.ultado mu~· semej.1ntc iil control sin m1.•,Jiu cond :-::.Jorwdo (tat1 a J l 1. 

Aunque el .promedio de activ.1cJ6n it 1,, prol ifr,raci6n celular clel 

MCP fué rnayor al del MCP df'¡:.>ll·tndo de macr5fil•¡os alveolares, hay -

que advertir c¡uf' en la mitad dt' los expf'rimcntos los v,1Jores son -

muy ~crnejantcs y r¡uc la ob·a mitad fufl un poco r~enor, r•roLablemc,n

tP debido al efC'clt) rctardmlo y traumático en la P.Xtracci6n de los 

pulmones dcplf'taclos de fagocitos, para la produccil5n del medio co11-

~icionado respectivo, 
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4. J1ISCU!jlQN, 

En el. proceso de L:i difcrenci;1ci6n de los macr6f.:iqor;, e:o:tos v,1n 

.i,lquiriendo e;iractcrístic:as que no presentan en l'oitacJo¡-; m{1¡-; irnn.id11 

!:\'~;. l".11 los p~1sos de difl'rL1ricii.:.ici6n dL promono1.:'itc.1 d m.1cr6f.:tq<J 11l.1-

Llu1 u, L1 pr1'~:1.':·"; i:l Je rccC'pt-.r)1·c•[; pura la pnrc U1n J'L· Lle l.1 lyc: l n ··· 

r;H~rnLrdnd ... :t··lul-ir, v;i ¡\11mr.:r~ldrh.lo ~-;i1-rn.ificut1v .... 1i;,,·rit.(• dl!sd(· )11; i'~ 

i· ~-d._. pr(·1 1:· 1 ·: __ i,·it•.: y rn·.>Iir.1.-:-!.1·1_;, hiI~:~.~ la:-~ Qlrt¡:.1:-. di' 1:1.11.·1Gf<1rJ<, 11.-

.1.it!r;; y 111t1,iu:«'. OL!.t~ dt· L :: ... li.lci;lt.L.1.Jc'~.; que ~;1 jLcr{~rnenldL ''fl t'~ 

:':..'('('!--.u dí~ d itcrc'nc iar.:: j(JJJ Je.: c~:;t.i l 111l':J ('f_·luJ.ar e~·. l:t de: t !l<JCH.; i --

~S.;i:;, :;jendo cl:'.'ÜnL:;no m:'ixir::,1 e11 claru dL: !lli1crliL1qo 111¿¡du1-.¡ (1G7). 
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L:t ir.c:rnbrn:.1 d(: c6luli1:: dr: lü ::eri0 d<.: lri:-; !ll')llOCito-m¿¡cr6fa1_¡u li<• 

:·,e Ll capacid.1C: de rcconor.er y u1dr C.'l fri11Jll:l'I1lo Fe~ y CJ di,; ci0rlo:, 

.. ~,J:'.1[.•l0jos irn,.uncs. B:tjo condiciones in ~tr'.:, (•:;t¡¡ uni6n, LiÚI1 con -

¡-0 .. :ueiia¡; cantL:.1dc:; de dllticuerpos, puede activar i:nporL1nte:; fun

.·10111":: ccluLtrc:; in<.:luyundo L1 'ª'JOCi.t6sis y lJsic. Je c(',lulas blan-· 

.,, cubierta:; con cll,t.icuL•r¡XJs (l Oíl). 

E:; de 1Lu:1ar lit .:itcnci6n que loG mismos rnacr6fa<JOS participan -

::u1t·o f!n la inducc.i0n do rr·ceptorc'¡; p.:ir<t Fe y C3 en los monocitos, 

cc~o en su prolifcraci6n (69) di.Indo origen a un mecanismo de auto

inJucci6n. Se consider6 en consecuencia para e3te traLajo el estu

,'..;J de loé; rn<'Canisrno:o1 'de autorrcgulaci6n, para ello, con la finali

.;.,_: de ¡¡verir¡t:.Jr el cornport.ami.cnto que siguen Jas c6luL1s de la -

~&JulJ 6seíl 0n la forrni1ci6n de receptores Fe y CJ, ante la acción 

,;,. :;iol.EcuL1~; c.:>".'º l'.J son el FcRr y CJRI, se hicieron expcrimentol; 

t•:·-.: ,1 ea ndc> Li 1:1ü.:luli'\ ele .rit tones provcn ientes de d if eren tes cepas co 

:-.'.:> .1" NMR-1, ::rn y CD-1. 

!'.:ira l<~ i ndncc lón a este tipo de r eceptoi;es ¡:e ornplearon medios 

ri1.":'.lt1 l!Il estos i.:1ctores como ln r:~on el suero de ruton0::-; somntido~¡ 

.i ~" ciccj6n Lle cndotlh:inaf.:, d[JÍ como el in¡•uio condicion.:itlo por lor; 

¡'.Jli'k>nes de c:,to:s ratone~>, medio condicionado por macr6fagoc. resi

dente,; <le la cc1vidad r,eritone.:il, c.:timulados ~~~.~E~ con lipopoli-



,;.i:5rido:>. ;,dem:is, tv111.111do <'11 con:;idcr'1ción Cj'.H.! en l,¡ rn6Jlll.:i 6se.i -

••:-:::étC' lln ~r.u1 níinero de cr'luL1s dif0renciad;;s pot.<•ncialrncntc ¡1or

L1.~na~; d" r0cPptorc:; J'c y c:i (107), s1' crey6 p"rtin1·11l:P tr.1t.1r Ut! 

· · l L 1 i na r l u.:.-: pll r et e f t~c tu ,1 r. l o !':i t~ :_; t 11 d i o s de i n rJ u e e i 6 n e o n u na }1\) U la -

1' 1 r:,. alLt!~l'!.tc.' '-'llt·iquf1 c ... id,J (h.• 11r·<'cllr~orps in.Jift:~rl·r11:·iados. P.u::1 -

c·l:.., ~;(• ut::1z.-1ron do!. tfict1i1,df-~, llnd i!_' y)~·~c) .11. .itT·l.t•t.:1r rl J,1 rn(!du 

L.·1 :;;í!1.1 d .. _.._; rt•.'-:f'rV·.1 1(1 tl·,~o,,j!,1ri,·1 :ne\1i.1ritr:· lu J'?'t".':.1 inocuJ;1cjón 

j,_, .• :. irr: ::·itr• (:'.!! 1:1 c:n'ldd'l r1~1~i1.01:' 1! y nt1·¿¡ i~1 \'itro al l'lirni-

[~.1~: it•l f'i · :.:·1 t 1·:,c]::J r,é\lul,-.i :¡111· ~--,·· ~"l1il.• rja a1 s·l.st.:·,-1to de cultivo -

r ... ¡ / ::.r¡ 11or 

.1 :_: t L '/ ida d .: 

,,1 f'cn6r.i .. ::; ;\e <llltoind1v·c16n ,1 1.1 fL;nn;1cilin de n'Cf'!•torc; re y CJ -

en r:-.a.crC.id:~ .... :. Sr! 11tili?..1t.'OI1 loR Liqoc.ltos ri::.:~-:;idf~nt.1'.~i de la cílvi-

J,1d r·c!rit.<':· :~l. d¿Hla ,:u rfl(:-il colr- ... ,:1 .1~1 rorno ~:.u c:1f'·dCii1~1d tle 1ndu~~ 

c:i>'·r. ü lo !~:·.~.aci'\n el(• rc1'0pt:or(,,. l'·' y C3. Lo;· p:ir:í:wt.ro:; ¡.1ril la· 

r1~.:.J.l.:.zac.i6:·, ~~e Psto!-; t.!>~pP.rirnQni.n~, fueron el LiCf"\po cc~rno v.1riu..bl() -

i1tJr,penuiP11' .. •' y el porcPntajr> ,¡,. t'.')s•:.t.as EA y EAC c0:\1Q varii1Llc tl'.:: 
r 1 -1 nJ:.t..~nt~~, .-:..~·f.:eniér1cJO~.l(l dt"..' t-''.·jl,-1 !nd;H..~ra la c_inétiCc1 dll auto1nd11cci6n. 

Pélr olrc. ~.ido, siendo que en nuestros rcsul tado!l de induce i6n de 

!.'t''.:c;:.•;ore,. !'.~ i' C3, entre ot:ror; m(!Jios SP util iz6 el MCP, el cuul 

:i.\,.r:1~ s de !'.:::: cont i•:·nc irnportant"-'r' CL!ntidad;;:: de ~!Gl y corao el rn i 

.,.-:-r): ¿i--~rJ ldnl: ~~;1 t2S un . .:1 célul11 ~iecr0tnru de MGI 'i' se t 1nc11entr11 abun

:.if1tc:·,ent (' <'~. i'l pulnón, r>c decidió dcterminur f:i el macrúL1qo •11 ... 

..... •ci.l.J:· esL1i :: irnpl icad0 C'n la µroducci6n d¡~ esta rnoll"culu err forma 

.:>'::wj nrt.e .1 ~: 0nconlrado con 1nL1crófaqos inducidos a la caviuud fJC'-

~~~·: r.;011'.:">il:t:·:., que uJ rc1 ;tli~:(·11: lo~~ cxi,erünent<.i::=J ha::.La aqu'!. descr.i 

'·"" :;,., puui(.,.; c'Ontrih11ir ,,J. fr"t.uclio UC los rnec:Jnir,:,.,o:; de inrJucc:iún 

Jul.:.'.·...-i:-1ducl·.:::1 tanto de· prnl i' (1t'Uci6n como dt.: !orma.:16n de r<.\Ct~p

l-.Jre~~ irirnunc,:.~ 71cos en c6lulLJ~~ clcl sistema moncinuc.lear faqocítú:v. 
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Al determinar el nivel Lle clllulas con receptores para re y CJ 

en meiduli\ 6sea, se obtuvo una gran variabilid;id, aunque en promedio 

el porcentaje de ciHulas formadoras de rosetas fué b;:¡jo, siendo un 

poco más elevado para C3 (9%) en comparaci6n de Fe (1>%). Sin ernbar 

go, hay que notar que 111 desviaci6n estandard en ambos casos fué -

de aproximad;imente la mitad del valor promedio, lo cual part'Cl' in

dicar un;i gran heterogeneidad funcional en las cólulas de la médula 

ósea de lo" ratones ei~pleados. Esta vuriaci6n nos hizo pensJr ya -

sea que el estado general de los ratones no era óptimo, o bien, 1uu 

esta vari;ici6n fuera una caracterlstica particular de la cepa con -

la CJUl' trabajamos. Para aclarar esto se hicieron experimentos empl':'. 

ando distintas cepas de ratones. Se encontr6 que los ratones de la 

cepa C-II eriln aquellos que presentaban una d.e. menor en los dife

rentes experimentos, probablemente debido a los cuidados intensivos 

con los que se les mantenia a estos ratones, siendo en consecuencia 

evidente la importancia que representa el seleccionar cuidadosamen

te la cepa de ensayo. 

Debido a l;:¡ diferencia en resultados observados con dos cepas -

CD-1 id6nticas en donde se tuvo una mayor d,e. con la C-I que con 

la c-II, siendo esta 1lltima mantenida con mayores cuidados, podemos 

interpretar que la baja d.e. se puede atribuir al mejor estado de -

salud de estos ratones. Si este fuera el caso entonces se ha desa

rrollado un método, mediante el cual, se puede en forma sencilla -

averiguar el estado de salud en que se encuentre alguna cepa de r~ 

tones ~· de esta manera ayudar a elegir los animales idóneos en exp~ 

rimentaci6n de tipo inmunol6gico. 

En los experimentos de inducci6n a la formaci6n de receptores p~ 

ra re, en c6lulas de m6dula Osea, el medio condicionado que provo

có el mayor porcentaje de rosetas EA íué el MCM. Resalta el hecho

de que el testigo sin inductor tuvo un porcentaje de inducción más 

elevado qUL' el obtenido con SE, esto haría a primera vista pensar

que el SE c.:irece de actividad inductora, sin embargo, este .. suero 

contiene MGI y por lo tanto a la vez que induce a la formación cJ¡_. 

receptores re, provoca la proliferAci6n de macr6i~gos y qranuloci-
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1·e, JCk·nte de lu cavidild pc·ri torw..il no procluc<' MGl, y c¡ue ¡.or td11to 

rio r);Jt'du .indur~jr· et la prc•l ift~ración celular, Qn nu(~stro!..; rc·~;ulL1dc1: 

C'l! •'l\C011t.rai:on rr1.'í:; cf>luJ,1s r¡ue en los lei;tic¡o,;, L;1 posible explic¡~ 

'~ 1(..· ''" 1i,1,,arí.; ,.,, ·~l hecho de qll<' el MCM al contener wlem.'ís dC' -

FcLl JiVt.!rfjOS lnt..!t.t.il;:JJ.1 tcu·: producidos por los macrófagos de la cav.~ 

dad peritoncal. Q'/i ti:; t-.¡l (lc.~LPr ioro cr.!ltl~.at que se oUserva f~n el --

testiqo, 

/\1 deplctar la mt'!dula ósea de monoc i t.os maduros al preincubar.1<1 

durante una hora y utilizando en lo:··· C"nsayos solo la" cl'\lulaf~ no 

ad her.entes, se encon tr6 un d escf'ns0 en el porcentaje de roseta~' p~~ 

r~ EM y EAC respecto a la médula total, sin embargo al cultivarla 

por ·l d1as tanto en presenci.1 cor~o ausencia de l'cRI, los porcr>nta

Jes obtenidos fueron similares Probablemente este efecto sea debi 

Jo '' que ocurre muerte d" c(,luLH; de tipo granuloc'.íti.co, lo cual

haría aumentar más lentamente el porcentaje de cl!lulas con recept~ 

res f'c, o simplemente al hecho de guc la depleci6n ~~ vitro_ elimi

r1C' a otro tipo de cf!lul,1;, importantes que puedan intervenir en el 

proceso de diferenci.aci6n estudiado. 

L.:i segunda técnica intentada para depletar a la m6dula ósea de 

•;6lul.1s mac.lur¡¡s y evitar altei:ar su composici6n ful\ mediante la ex

~uls10n Ju la reserva Je c6lulas maduras al inyectar previamenlc -

un 11-i-itante en la cavid;:id peritoneal. En trabajos anteriores (J.12) 

:,e encontró que a las lti horus e.le haber inoculado el irritante ya 

lu/;Íui. mú¡raJo la mayciría de grunulocitos e.le la médula 6sea a la -

L·.:iv J J,1J p1·ri lüliL'ill, cur1 lo cual r;e l'cifJ(lr<Jría que la médula quede 

Ci.l: ·' Lut.11.1nenU• dc•:,pn<'1i,;t;1 de! célul..if; maJui:a~; potencialrnPnl•-' pur-
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tadoras de receptores Fe. Al evaluar el p;ircentaje de rotrntas EA 

en m~dula 6sea de ratones tratados 16 horas con casuinato de sodio, 

se observ6 que si bien el porcentaje de rosetas es similar al en-

centrado en medula de ratones sin tratamiento, la d.e. 0s mucho -

menor siendo en este caso de la cuarta parte del promedio en com¡~ 

ruci6n de casi la mitad en ml'\dula total. Estos resultados indica11 

que la variabilldad tan grande encontrada entre los experimentos -

reulizados con diferentes ratones, est!l asocJnda mlis ciireclamentL• .-1 

las cl'\lulas maduras las cuales al migrar dejan en la médula una rx~ 

~]ación m5s homogenea. 

Para tene.r: unu mayor eli1ninu.ci6n de cl.Hulas maduras, se hicieror. 

experimentos en los que se colectaron las cl'\lulas de la ml'\dula 4H

horus después de la .inyecci6n de caseinato de sodio intraperitoneal, 

pensando en r¡ue con este tiempo tambii:,n se dopletaba de la mf,dula 

un número jmportante de monocitos maduros. Las resultados fueron -

muy semejantes a los hallados con 16 horas, lo cu.:il hace pensar 

que la c61ula que provoca las fluctuaciones en los valores de rose

tas en m~dula 6sea total sea el granulocito. Entonces para estudiar 

la posible heterogeneidad de los granulocitos se utilizaron acp1e---·

llos que migraron a la cavidad peritoneal después del estSJ¡¡ulo con 

cascinato de sodio, siendo sometidos a ensa.yos de inducción a l¡¡, -

formación de receptores para Fe. Se encontr6 que estas clHul¡¡,s no -

eran inducibles por el l'cRI. Lo anterior se puede explicar si se -

considera que las c6lnlas que migran son maduras y portadoras de -

receptores para Fe y que además carecen, por su nt1cleo aberrante, 

tle la capacidad de síntesis do receptores rnembranales. 

Ahora bien, si al depletar las células maduras de médula 6sea -

portadoras de receptores Fe obtuvimos una poblaci6n homogénea res

pecto a la inducción de receptores Fe, entonces al utilizar a los -

ratones de las C-I y C-II, depletarlos de células maduras y somete~ 

los a ensayos de inducción pnr acci6n del FcRI, se espera ria enc011-

trar resultados muy senejantos, en efecto se obtuvieron resultatlos 

similares, lo cual nos da la posibilidad do trubajar con médula --

6sea at1n on ril tones mantenidos con poco cuidado. Al medir el [;Ol"CP11 
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taje de células peritoneales tanto con receptores para Fe, como Jp

tas para inmunofagocitar, se observ6 que la suma Je estos fen6me-

not> fué ascendente en tunci6n del tiempo de cultivo en ausencia ji! 

medio inductor, lo cual indica la existencia de un fenómeno de a~

toinducci6n. El hecho de haber obtenido un 7% de receptores para -

Pe en los macr6fagos residentes a~tes de su incubaci6n, puede s1~

ni ficar que el rat6n no estaba er. 6ptimas condiciones Je :oalud, .· 

bien, ber debido a un fenómeno no:r-:~al ele vigilancia inmur.ol6gic_; 

ya que puede ser que estas células presenten receptores fe para ~l 

caso de suscitarse un ataque a la inte~ridad del an~~~l. Es evi¿f~

te que el fenómeno <le autoinducci·~ a la formación Je resertore~ ~2 

puede ser muy útil, ya que en cas:: de haLl'r Ullil inf(•c-::i6r; se co1~:.>

r!í con una poblaci6n d1~ macrófar¡os inrnunol6qicamente activos. 

Como el macr6fago es el responsable de la producci5n de los •. 

ponentes del sistema del complemento, y a la vez des,1rrolla rece;

tores para el componente CJb de este sistema, se creyó con'/enier.:" 

realizar experilnentos similares a los anteriormente descritos pa:·.1 

detectar la posible autoinducción :: la rormaci6n dn recepture!i p.'::.1 

C3, En este caso, se encontr6 tamt.i6n una cinlltica ascender.te al -

real izar la suma de fagocitosis es~-. el porcentaje de rosetas for::.'

dus, sin embargo, en los J expl'rir·:.:-,tos realizados por separado, :·.::i 

hubo cinéticas de autoinducción !_;..,;·ejantes. Nuevamente cabe la p:

sibilidad de que esta variaciones tan amplias fueran debidas a la -

heterogeneidad en receptores de las c~lulas de cavidad peritoneal, 

posiblemente asociado a las condiciones en que se mantuvieron a los 

ratonen. 

Este fen6meno de autoinducci6n a la formaci6n de receptores en -

macr6fagos parece no ser compartido por todo tipo de fagocito, ya

que en este trabajo no se detect6 ningan fen6meno de este tipo cua:

se utilizaron macr6fagos alveolares. En trabajos anteriores se ha-

bía mostrado que existP. una especie de colaboración entre lc.s di ve:: 

so!; tipos ele Eac¡ocitos que se encontraban en los tejidos, p:ir ejl'.:".1 

~lo los mecr6fagos residentes dP l~ cavidad peritoncal prod~cfan -

loa factores FcRl y C3RI, pero eran inrapacPs de secretar MG!. Por 
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otro l..1do, los :-.acr6fagos elicitado:; <I dicli.1 cuvid.-1d secretoban MGI 

pero carcclillL .le la c11p,1cidad de producii· FcHJ '/ CJRJ (110). Esta 

cu<.llicfod nos hiz-:i pcnsar r¡ue probaLlcinPnte el m.:h'r6fac¡o .:tlvl•ul.-1r 

pucli6se tenPr ld pro11ic•Jaci de producir M(;J y :>•"1' 1.m cu11sf~CL«'1·,c:.1 l.:i 

tut~nte de t~stQ : act nr c•ncnritr·:ido c_-.n t:l ML'í 1
• S.i11 ernh,1rqi.1, 11u1~~ .. t t -~:..; -

l't~~ult.LldrJ::. .indi :·jrur; ijUf' r-1 rr.cdi1) condi~-:inna\L-J 11(• llld·:.:rtit ,1·;t .1 ~. · 

l,1res Ill) contc.~::: ~ t~ ;l 1 ..is] c~_¡;.-,o el pulm6r1 de:;prnv i~ilt) J\H•d l;1n ~ i 

\',·1.LJ dr· c:~t<..'~i :~ .. ,. ':1l.1:;.'\,; cor.!: :nuaLhJ. prt .. dtll'if'1hi11 l.tl r·:tJl(\.~\Jld 

<'. 

t.' : ,· j (• t l.' l !:~ . 

tlr:L'..:; ori:1c·n iJ.l r:·:;t) .ll' los rv~~~1:6f{ttJn~; dí1 l ._:.rqa11isir,;:i, d\Jnr¡ue L~:

<ir.!r(-:J lJtlt!. :-,e r:p---:· ... inr(~ l.l(~ rníl'/0r ex.pc11 ünc.!ntdcitn1 para aclardr este: 

¡)roL~cn:1; el ccJ;~_¡;·Jrt.i.::-iiento difer(!nte de n!-lt.(~ fn.qocito dc~scrito e:¡ 

el ?resenLe tral.:.:ijo, pue1.h• c;0r <lebido a e~'Le ori<1en distinto. 
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5. CONCLUSIONES. 

/, lu 1.:irqo de este tr,1!Jajo se cncontr6 c¡uc el ¡xJrccnta:i0 do> cél':1 

. .1:- r:on r<'CPptores J'·>r.1 re, en lit 1nóduL1 6sca rnurin.-1 varL1ba no úni 

1: 1,c.'!1LP Pntre rato11t..'!; de cc-p~1~ dil(~rentt.~~., !-•ino y~1 ;_ea en atu.~1.Jlt~~;-

J ' . ... t.'. r >d ~~ s .i lll i J d r (_I ~; /'1 ?" i..)' ~ l 1d (l n t (· ~.; ( l (• d 1 1 l r {' n te: j 1 ) l () t (: r ! C) s ' o (' n ·~ !' l ! I ' 1 -· 

· ¡¡ i • ~ '~ de L 1 m i : :m;1 e 1:: • !' l d P l re i ;;;no L i 1 ~ t "r 1 o . : ; i t ¡ e 'in L;i r ·; :: , l t1 •: J 1: i ,'.f L i -

·,: il 

_' ..._ .... 'l::' -~ 

1 •, c:~t .. -1 '_,, dt: !-:~1: .... !:·- .1l1vi 1
-. • ' • ~ t • 

·:.-:¡•<'r11n(·~11t·(·1(·tf)r; í!~J :'.t ~,, .i::id f.i,11·,:.; i'1,_11.1ei· (Jt:11l··1·.-iJ. i: _;,,.. .-. ;t-:i t't··;_;-l"i:.·~_;11:111, 

",J 11 .l.1 dPtf"•rrnin.J:· r,'ir("·ent.ajc df~ cfl~1,1~~ con rv1:·t~pt--Jrl'!; ¡·a:::t [''"~ 

~ ~ri :iit~dll ld (>~..;ca, 5e f ~,).'1 !'~a. C:."va. l nw r r-.1 es t .-ido d(· ~¿111:.~J dr:! lo~- . .:: ;l t 0:1~: ~A 

,, .. •:xper i1n1!!1Lar.: i!'ln, 

,_!JCF· al , ... mplcar rat..:."::c•s en tJ:.;r_·n f'':taJo de !-;alud, :::f~ ,'J.;.~;eñaru::;:.: -

f:n~;:i·,.·o~-~ pürd tratar e;~. 1·t1,!uci~· :·.; rn.'"t:-:: po!'.;jble t!r~tn. ';.Jriaci(>? ... :\;·:'.i. 

~~(~ c·;nplcd1:on ~~ técnic.:1~,, una ~ vivo y ot-rJ. ~.~ '.::..i~-1:·~_:> p..::1ra tr;1t .. 1!· 

d 1•• ·'.)!·tCIJer (~UJ.ti,JO!:-.· rl.~OS C'li J~rf!Cllr~~VrCS rnieJ.ojJcs )' .Jf:~ (•~;ta ;~."\rlPil 

!''.ider cont.ir con u1L1 ¡·-c1blacii5n cC>luL:tr m.5.~; homog(:n~a c:¡r1az J,:.! ~-;L:r 

;rll!i;·~iJ·1 . .1 ~-:11 diiPrí':i._~:1~:i(1J,. L.1 t{!cn1cl1 in '-':.fLT..'.:.~, e_..., l-3 que~ .... • :;f 

.r-.1r1 lat~ células al:.1·:t 1 !1~J.' diferc:nc:i.1dttt; de!..iiJo d ::~J r:ropit'.id-1 ,}(• 

_,,_if.r•r1r!;<• .il '.-;11,;lr.::iLL1 ,;,. C•ilti·m (81), pC!nnH i6 ~-eclw~;_r '.;Í'.Jni:: i:.-1!. 

·¡Jt..1•1<J.rl,-1!i rior 4 1lÍ~l.-· •'i1 fJl'O:.•:;•~nciri d(:J Jr:cl11c·tor, ~·:1 r,.~) !!UIJO .i.~. 1 ·-

:·11nr:ia!l Pr1 lu;-: porcl·11l! -1¡L1S d<! ror-;c~tar.-; con f(•;;pc.1c:to lt ).-,s culti·. 1· 

!'!' i"Jdl·<:llad1 p.i1il n1L.1 •.:.-.:i('' i;ri<·nt, ci:'lti f•n }:i qll<' ::;P n 1:'.-J..!C:.! 1-a i11du~-- .. ~J(1r. 

d 1 .-i [orm11c i(in de' r1•1·· ~ \·irt'' · ,., "/ e~ P1".1t 1 P.tnd() ld t:f.--:ni~.:¿l <]f~ rcl:::. 1 •- -

Lt: E11 cu.1nl.<.> ;1 li.t Lt\-·:¡11..~d dr.· 1' 1 pl.i•,~1t>n l!l v1vo_ d,.-,'. J.;J rr.:sC'r\'.t ::. 1.'w, 

d111dr, ~~P c.i11contr<lron i''rc<•ntaj''~; m.í 



que la desviacJ.,6n estandard disminu~ notalll~ente. Podemos darnos 

cuenta entonces ~1e esta t~cnica logra una población celular m~s -

hornogOnea en su estado de diferenciación y capaz de ser inducida a 

la formación de receptores Fe, 
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Siendo que la dcpleción de la m!idula Osea aument6 la homogenei

dad de cnlulas respecto a receptores para Fe y teniendo en cuenta 

que r1or lo general el granulocito es aquel que mi.gra a la cavidad 

peritonPÁ1l en expe:r.ill1onto!I de depleci6n de la médula, se asoci6 a 

c:;te Upo celular la g:r.an heterogeneidad norrnalmente encontrada en 

la m6<iul11 ósea murina. Esta suposici6n fu!i corroborada al encontrar 

en este tr.1bajo que los granulocitos encontrados durante el proceso 

inflamatorio de deplecHin en la cavidad peritoneal, tenfon una gran 

heterogeneidad respecto a la formación de rosetas EA. 

Por otra parte, los macr6fagos residentes de la cavidad perito

neal al ser incubados, mostraron porcentajes ascendentes en la for

mac i6n de rosetas EA y EAC en funci6n del tiempo, lo cual es indi

cio de un fen6meno de autoinduccil5n a la tormacHln de receptores -

para Fe y CJ. Suponemos que tal inducción es provocada por la pro

ducci6n in vitre de FcRI y C31U por parte de los mismos macrófagos. 

Esta suposici6n es apoyada por el hecho de que los rnacr6f agos r~ 

sidentes han sido identificados corno productores de estos factores

(69). Es claro que la ~roducci6n en grandes cantidades de estas rno

l~culas podría llevar a la aplicaci6n terap~utica en individuos que 

necesitaran de un aumento de FcRI y CJRI para un mejor funcionamien 

to de su sistema inmune. 

Como en este trabajo tambHin era de interes el establecer si e.xis 

te heterogeneidad funcional entre fagocitos residentes en diferen

tes tejidos, se evalu6 la capacidad de los macr6fagos alveolaraes 

para producir MGI, teniendo como antecedente que los residentes de 

la cavidad peritoneal producen FcRI y CJRI y no MGI, mientras que

los inducidos a dicha cavidad producen MGI y no FcRI y CJRl. Se cn

contr6 que Ion macr6fagos alveolares no produc1an MGI, lo cual hace 
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!Mee suponer c¡ue esl.:is células pueden t<"ner un origen dHerente al 

Je los dem.'ís macrótagos. Sin embargo es necesario realizar estudios 

para uveril¡uar el origen de esta cl!lula, asi como cual es la respo~ 

s.:iblu da l.:i producción de MGJ en el pulm6n, e indagar el papel que 

de~;(·;npeña el rnacrófago alveolar en la regulación de la respuesta 

J nmunt~. 

Esta trabajo aporta conocimientos sobre el proceso de diferenci! 

e i6n de las células del sisteina rnononuclcar fagocítico, sin emliu.r

'Jº no se cul~nta con la suficiente información paril comprender los

mPcilni srnos que originan las diferencias funcional<~s entre los fago

<:ito~;, en cuanto a la producci6n de factores co:no el MGl, PcRl y -

C3RI, ~s1 como su significado biológico. 



6. /\ P E N D I C E 5, 

APENDICE 1. 

MEDIO MI!JIMO ESEtJCJAL DE EAGLE. 

E¡;te medio ~;e utiliz6 p.:;ra mantener a lo~; cultivos celuL:ir<•c: 1·1 

condicione>:> normi.llc•,; in vitro. El mcuio nsUí constituido de lo:;:·.:. 

AM T NUi\C J ll(J~; 

L-/\rqinind 

L--c i:.L irh1 

L-Cluldmina 

Gl i e: ina 

L-lli:;tidina f!Cl.H
2

0 

L-I:;oll•uci.na 

L-L0uci n.J 

L-·L i :; i flil • !IC l 

L-Mr't ionina 

L-1-'cnila lilnina 

L-Scrin.1 

L-'l'reon i.na 

L-Tript6fano 

L-Tiroúna (Sal Dis6dica) 

L-Val .ina 

VI'fAMfNAS 

D-Cil Pantotenato 

Cloruro de Colina 

¡,ciJo !'151 i.co 

CONCF:N'l'Ri\CIOt; 
(mr¡/l) 

84. o 
G2. 57 

584. o 

30.0 

42.0 

105. o 
105.o 

146. o 
30. o 
66.0 

4 2. o 
95,0 

16.0 

104. 2 

94. o 

4 .o 
4.o 
7,2 

GU 



Nicotinu1~1 idd 

l' ir 1.Joxcil. llCl 

H i ! · i f Li v i na 

Cl1l1 ,¡· ,i... Calcio Anhidro 

¡;¡u 11·~ ck llierro fll Nonhidr~tado 

e J1 )t •.i :- () {l(_\ l'.'J f , ¡ ~: lU 

:;dl I .; !""; dt.• M:1.rnc':~.io ind1idro 

Clori,r•.J de ;iud io 

Fostalo /.10110,•.(\.lico Mono!Ji.drata::io 

OTHO:; COMPliES'l'OS 

L-Glur:osa 

Hoj o Fenol 

7 ') 
• L 

.¡.o 
4,0 

0.4 

4.0 

200 .o 
O.l 

4 00. o 
97. 67 

6400.0 

125.0 

4 500. o 
15.0 

Mediante agi.taci6n se dilu~·e el medio en ¡YJlvo, se adicionan --

J. 7 c¡/l de bic;irbonato de ~mdi· -,,.Jmi(;J:;o se agregun antibióticos: 

Pcn.icilina G 100 r.J/rnl y E~;trep':· .. '.cina 100 mcg/ml. Posteriormente 

,;e atora ;¡ 1rn volumen de 1000 r: .. i' se ¡¡9ita hasta disolver el polvo 

prcic·unnJo nu sobrcar¡i1cu-. El ¡:ii del medio se ajust¿¡ a 6.'J y se -

filtr:i con f.ll.tros Milliporc (l.::llipore>, u. s. A.) con un t¿¡maiio -

de l'"'u Je ¿¿micras. FinulmentP. el p¡cJ10 se alm¿¡cena a 4ºC hasta 

1.:!l ft\omc·nto de su uso. 

fj') 



APENDICP. 2. 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFJl.TOS 

Esta soluci6n se usO para mantener a las cOlulas, en condiciones 

fisiol6gicas estables durante periodos cortos. La capacidad arnorti

yuadora es proporcionada por las sales de fosfato. 

SALES CONCENTR/\C ION 
(g/l) 

Cloruro de Sodio B ,O 

Cloruro de Potasio 0.2 

Fosfato MonoScido de sodio 2,16 

Fosfato Dic!lcido de Potasio 0.2 

Se diluyen las sales en 900 ml de agua bidestilada¡ en seguida 

be afor6 a un volumen final de 1000 ml y esta soluci6n se ajusto 

a un pll de 7.2 a 7.4. Se procediO a esterilizar la soluci6n uti

lizándose filtros de me.mbrnna (Millipore, u. s. l\,) con un dic!lme

tro de poro de 22 micras. 

Finalmente la soluciOn se almaceno a una temperatura de 4 ºC has 

ta el momento de su uso, 
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APENDICE 3 

SOLUCION DE ALSEVER 

Esta solución permite mantener a los eritrocitos de carnero en 

condiciones establos por largo tiempo, aproximadamente 30 días, 

a un.:i tempera tura de 4 ºC. La fórmula dada es una modif icac i6n de 

la fórmula original de Alsever. 

Compuestos 

Dextrosa 

Citrato de Sodio Dihidratado 

Acido Cítrico Monohiuratado 

Cloruro de Sodio 

Concentración 
(g/l) 

20.5 

B.o 
0,55 

4. 2 

En 900 ml de agua destilada se disolvieron suscesivamente cada 

una de las sustancias, posteriormente se afor6 a un volumen de -

1000 ml. La soluci6n se ajustó a un pH de 6.1 y se esteriliz6 -

en autoclave. Finalmente so guardó a una temperatura de 4°C hasta 

su uso. Esta solución se utilizó para colocar los eritrocitos de 

carnero en una proporción de l:l, 

71 
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