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RESUMEN

Los macréfagos son cBlulas que tienen una funcién determinante en la
defensa del organismo contra cuerpos extrafios. Se han estudia-
do varias actividades de estas cé&lulas como son: la produccién
de una amplia variedad de enzimas y componentes del sistema del
complemento, asi como la de inductores a la proliferacién de -
precursores mieloides y fibroblastos. Asimismo, estas células-
intervienen directamente en la eliminaci8n especifica de an--
tigenos mediante la formacifn de receptores para la porcién -
Fc de las inmunoglobulinas y para el tercer componente del com
plemento. Los macr8fagos de la médula 8Ssea presentan una amplia
heterogeneidad en la formacibn de receptores Fc y C3, Las posi
bles causas de tal heterogeneidad pueden ser la edad del ani--
mal, el sexo, cepa, estado de salud del ratén, o bien, a la -
existencia de subpoblaciones celulares as! como al estado de -
diferenciaci6én de las c8lulas.

En este trabajo se ensayS con médula 6sea de 3 distintas ce
pas de ratones encontrdndose variaciones en los porcentajes de
rosetas Fc en cada una de ellas. Para determianr si el estado
de diferenciacifn de las c&lulas era la causa de la variabili-
dad, se eliminaron las c@lulas maduras mieloides aprovechando
su cualidad de adherirse al sustrato de cultivo, asimismo, se
removieron de la mé&dula las c8lulas maduras provocando su mi-
graciBn hacfa la cavidad peritoneal.

En nuestros resultados se mostr8 que al eliminar a las c8lulas adheren-
tes, no se evitd la heterogeneidad, sin embargo, al remover la reserva me-
dular se logrS cierta homogeneidad en el porcentaje de rosetas. Asociamos
esto o al estado de diferenciacifn celular, sino a las condiciones de sa-
lud del animal,

No se detect5 en el medio condicionado por macr6fagos alveolares, ni -
FcRI ni MGI. Siendo cue el FcRI se detectd en el medio condiconado de ma-
créfagos inducidos a la cavidad peritoneal, suponamos que el macrSfago al
voolar tenga un origen diferente al de los peritoneales, o bien, que se-
encuentre en un estado de diferenciaci6n distinto.



TANBELA DE
ABREVIATURAS

C-1: Cepa CD-1 del BRioterio de la E,N,E,P,-Zaragoza.
C-11: Cepa CD-1 del Bioterio del CILVESTAV, I.P.M.
C-111: Cepa NMR-1 del Bioterio del CINVESTAV, I.P.N,

¢-1v: Cepa NIH del Bioterio del Hospital General de la 8,8,A,

jifsH Fraccion cristalizable de las inmunoglobulinas,

Fabi: Fraccifn ligadora del antigeno (del inglés, rraction Antigen-
binding).

M. E.: Medio de Eagle

M,C.: Medio de Cultivo.

SAF:; Solucidn Amortiguadora de Fosfatos,

5C: Suero de Caballa,

EA: Eritrocitos Activados con Anticuerpo,

EAC: Eritrocitos Activados con Anticuerpo mis Complemento,

FcRI: Inductor de receptores Fc (del inglé&s, Fc Receptor Inducer).
C3RI: Inductor de Receptores C3b (del ingl8s, C3 Receptor Unducer).
LPS: Lipopolisacdrido de Salmonella tiphymurium,

SE: Suero EndotBxico,

MCP: Medio Condicionpado de Pulmdn.

MCM: Medio Concidionado de Macrbfagos Peritoneales,
MCMA: Medio Condicionado de MacrSfagos Alveolares.
d.e.: desviaci8n estandard. '
c.v.: coeficiente de variacifn.



l1.INTRODUCCION

1.1. Diferenciacifn Celular.

Un organismo superior no es un clon formado por células idénti-
cas resultantes de las sucesivas divisiones del huevo, pues en su
desarrollo interviene la diferenciacifén., Las diversas estirpes celuy
lares procedentes de un huevo presentan sus propias caracteristicas,
la diferenciacibn se manifiesta desde las primeras divisiones del
huevo, tal vez como consecuencia de una desiqgual distribucibn de los
productos de reserva en las distintas c8&lulas (1}, o como resultado
de las interacciones nicleo-citoplésmicas que producen una progresi
va individualizacifn del citoplasma y una creciente especializacién
de los nlGcleos de las c&lulas en particular (2).

La d&cada de los 70's vi8 el desarrollo de técnicas in vitro pa
ra el cultivo y crecimiento de células precursoras hematopoiéticas
representativas de muchos, si no de todos los elementos de la médu
la 8sea {3). Actualmente se cuenta con técnicas que permiten el estu
dio morfol8gico y molecular de la diferenciacibn de c8lulas como
los granulocitos, en donde se emplean cultivos ligquidos y té&cnicas
cromatogr&ficas de gran definicibn (4).

Las células de la sangre (eritrocitos, plaquetas, neutréfilos,
linfocitos, monocitos, eosinSfilos y bas8filos), son constantemente
eliminados y por tanto para mantener la homeostasis cada sistema de
be tener la capacidad de autorrenovacién. En todos los mam{feros sus
sistemas de renovacifn ocurren a través de la divisibn celular. Los
sistemas de autorrenovacibn deben de contener células primordio, es
te tipo de cflula puede ser definida en general, como aquélla en la
cual la progenie resultante de la divisiBn celular, sea idéntica en
apariencia y potencial a la cé&lula madre (5). Un sistema de células
primigenias que deba renovar compartimientos maduros también debe
ser capaz de diferenciarse. Asi, las caracteristicas requeridas de
un sistema de celulas primordiales hematopoiéticas son autorrenova-
ci6n y diferenciacién (5). La diferenciacibn distingue una linea ce
lular de otra, ya que todas las células en individuos normales por-

tan el mismo patrbmn genético. En general, se puede establecer qie
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muchos otros factores reqgu-
i provesos esoceitlcos de victboreneiacidn, mortoatnesis oy organiza
c1on cedwlar {0 LG, 1l). Le oo o rorma observames que cada una de
las células nanjgulineas debe ser replesta on el compartimiento de
c&lulas primoruiov el cual permancce estable en tamafo bajo condicio
nes homeostiticas. Este compartimicnte nroporciona c&lulas diferen-
cladas y por tanto, una célula debe scr agregada al compartimiento
por diviaifon por cada c@lula que abandon.: cl compartimiento por di-
ferencicatidn (17, 13). Muchos de log datos gque se tienen hasta el
momento, roelaycionados con el compartimiento de células primordiales,
se han obtuenioo principalmente de estudios sobre colonias hematopo-
iéticas on ¢! 1.wou de ratones (14, 1%), colonias de granulocitos
cultivadas i vitro de la médula 6sea, asi como con sangre de rato-
nes (lo) y de humanos (17, 167 y por cultivo in vivo mediante el em
pleo de cAmara: de difusibn (19 .

Till y McCulloch (15), demostraron una relacibn lineal entre el
nfimero de células de m&dula 6sea normal inyectadas en ratones letal
mente irradiado:, y el nfimerc de n&dulos macroscdpicos de tejido he
matopoiético, presentes sobre el bazo de los ratones diez din: des-
pués de la inycccibn. Subsecuentes estudios citogen@ticos (20, 21)
revelaron que estas colonias eran clonales, esto es, tenfan su ori-
gen a partir de una sola célula. Tales colonias pueden contener erj
trocitos, neutrdfilos, megacariocitos y cosin8filos, indicando que
la unidad celular tormadora de colonias (CFU-cell, del ingl&s Colo-
ny Forming-Unit cell) es pluripotente para tales lineas cclulares.
No solo hay que considerar la presencia de la cBlula totipotencial,
sino la existencia de otras ya que so han observado células capaces
de dar origen a eritrocitos en presencic de eritropoictina (CFU-e,
del ingl#s Erythroid Colony Porming-Unit) 3, 22, 23) y también sc
han encontrado cflulas precursoras de megacariocitos que a su vezr
dan lugar a las plaquetas (CFU-M, del inglés Colony Forming-Unit-

megakaryocyte, .



A partir de la aplicacibn de las téenicas de cultivo de tejidos
desarrolladas durante el siglo pasado (24), varios investigadores
han ideado métodos para averiguar cuales son las moléculas implica
das en la proliferacibn y diferenciacibn celular (25). Hacia los
comienzos de este siglo se introdujo la técnica de cultivo en agar
la cual permite la separacidn de células en esta matriz semisdli-
da y asi estudiar el proceso de diferenciacién celular a partir
de los precursores indiferenciados (26), Al llevarse a cabo la di-
visibn celular y ante el impedimento de la migracibn, se produce
la formacifn de grupos celulares denominados colonias (27, 28). Des
tacan los trabajos de Pluznick y Sachs en 1965 y de Bradley y Met-
calf en 1966 (29, 30), en el que lograron el cultivo de precursores
hematopoiéticos, obteniendo colonias ya sea de macr6fagos o granulo
citos, o bhien, 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 formacibn y proliferacién de las cBlulas y la
subsecuente formacibn de colonias (26, 31) Desde un principio, a
este estimulante o inductor a la formacibn de colonias de macr&fa-
gos y granulocitos in vitro se le llamd MGI (del inglés, Macropha-
ge and Granulocyte Inducer) (32) o CSA ( del inglés, Colony Stimu-
lating Activity), actualmente se emplea CSF ( del inglés, Colony
Stimulating Factor) (24, 33, 34, 35). Al llevarse a cabo el estudio
de este factor, se encontr§ que consta de varias unidades con acti
vidad simultdnea para lograr la proliferacibn y diferenciacibn de
los precursores mieloides (15, 36), Existen 3 formas distintas de
MGI, las cuales difieren en su cualidad de inducir colonias de ma
cr8fagos (MGI-1M) (37), granulocitos (MGI-1G) (38}, o de ambos ti-
pos celulares (MGI-1MG). Ademis existe otra forma llamada MGI-2,

la cual provoca exclusivamente la diferenciacibn de las células pre
cursoras de macr8fagos y granulocitos.

Al realjizar el estudio bioquimico de los MGI, se ha encontrado
que tienen propiedades de glicoproteina, ya que es termoldbil, re-
sistente a la accibén del éter, de la desoxirribonucleasa y ribonu-
cleasa y sensible a la accifn protcolitica de la tripsina. Al efcc

tuar la electroforesis de las moléculas, se encuentra que migran



inmediatamente después de la albumina y junto con la gama globulina
(39, 40).

Varios autores han determinado el peso molecular del MGI, encon-
trando que es muy heterog&neo dependiendo del tipo de tejido o célu
las en estudio, obteniendo pesos que van desde 5000 daltones (41)
hasta 300 000 daltones (42). Asimismo, s¢ ha encontrado que casi to
dos los tejidos del organismo en humanos y ratones son capaces de
producir MG@I, cuya actividad llega a ser en ocasiones idéntica a pe
sar de la diferencia en los pesos moleculares. Este comportamiento
puede deberse a una rdpida respuesta del organismo ante una inva-
$i6n patbégena, aunque surge la cuestiSn del por que la heterogen=i
dad en los pesos moleculares del MGI, siendo que todos tienen la
misma funcibén. Esto Gltimo 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 mis es
tudios para confirmar o rechazar &sta hipbtesis,

Hlay que considerar que el fenSmeno de proliferacifn y diferen-
ciacién no es un proceso aislado, sino que estd incluido dentro
de un mecanismo de rrgulacibn en el que intervienen sustancias in-
hibidoras de la proliferacién, como son la lactoferrina 46, 47},
prostaglandinas, chalonas y otras molé&culas encontradas en medios
condicionados por c@lulas maduras (47). Ante esto, es evidente que
tal mecanismo de regulacién tiene como cometido, el provocar un au
mento de células sanguineas en caso de necesidad (por ejemplo in-
fecciones bacterianas), o bien, inhibir esta proliferacifn cuando

sea necesario.
1.2. Inmunoglobulinas,

Ademis de las sustancias inductoras a la proliferacidn celular,
producidas por ciertos tipos celulares, en el organismo se producen
moléculas de importancia en la defensa del cuerpo contra agentes
extranos. Tales molé&culas son producidas por células especializadas
con oste fin, llamadas linfocitos B. Las inmunoglobulinas produci-
das por estas cé&lulas son moléculas protéicas que portan actividad

de anticuerpos, es decir, la propiedad de combinarse especificamen



te con la substancia que provocd su formacibn (antigeno). Con la po
sible excepcidn de los anticuerpus naturales, los anticuerpos se ori
ginan como respuesta a las sustancias extranas introducidas en el
cuerpo. Los anticuerpos son moléculas bifuncionales y se ligan de ma
nera especitica con el antigenv e inician tambilén toda una gama de
fenfmenos secundarios cawo la fijacibn del complemento y la libera-
¢iér de histamina por las células cebadas, que son independientes

de zu especificidad por el antigeno (48),

Conmo la Jdiversidad estructural y funcional de los anticuerpos nor
miles hace 3iffcil su andlisis fisicoquimico, mucho de nuestro cono
cimiento concerniente a la estructura de las inmunoglobulinas es de
rivado de estudios de las proteinas del mieloma y de macroglobuliiyas
moncclonales (49 . A pesar de su gran heterogeneidad, todos los anti
cuerpos precentan ciertas similitudes estructurales, todos consisten
Je una subunidad b8sica compuesta por 4 cadenas polipeptidicas 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 inglé&s heavy); las otras dos
tienen un peso molecular de 22 500 d y son denominadas cadenas lige
ras (L). Teniendo como base sus propiedades generales, asl como sus
caracteristicas fisicoquimicas e inmunoquimicas de sus cadenas H
constituyentes, las inmunoglobulinas pueden ser subdivididas en 5
clases principales: IgG, IgM, IgD, IgE e IgA. Dentro de una clase da
da de cadenas pesadas, se han distinguido subclases de acuerdo a sus
caracteristicas antig&nicas. Por ejemplo, hay 4 subclases de IgG:
IgGl, 1gG2, 19G3 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 inmunoglobulinas, aunque la relativa cantidad de cada una
varia de clase a clase,

Cuando una molécula de gama globulina es tratada con papaina en pre
sencia de cisteina, se producen 3 fragmentos (50), dos de estos
idénticos y consisten de una cadena ligera y la porcién amino termi
nal de la cadena pesada; estos son referidos como Fab (del inglés,
Fraction antigen binding), es mediante esta porcién que la inmunoglo
bulina se une al antIgeno. La tercera pieza, conocida como fragmento

Fc (del ingifs fraction cristalizable), contiene la porcibn carboxi



lo terminil de las cadenas H, asi camo muchos de los cartohidratos de la molécu-
la ( fig 1l). la porcifn Fc media la fijacidn de la molécula o las células ( célu-
las de mast, linfocitos, macr6fagos), la transferencia placentaria y fijacifn del
complanento (51).

Las cadenas L oestn compuestas de aproximadamente 214 aminofeidos (52). Las ca
denas Lopuaden ser vistas cawo 2 rajiones enlazadas de jgual longitud; la parimera
de estas ragiones es referida como la rogidn variable (VL)' mientras el restante
s denaning ragifn constante (CL) (52) . la reyibn variable se denomina asi debide
a (ue varia considerablanente de una inminoglobul ina a otra, mientras la ragién
constante muestra michy momos variabilidad; ragiones similares son encontradas en
las cadenas pesadas. Ias cadenas portenccientes a la clase 19Gl han sido estudia-
das mds extensamente (53), adamds, la 1gG constituye casi 3/4 martes de las y glo
lulinas totales. Esta es la (nica irmunoglolulina selectivamente transferida a tra
vés de la placenta, por tanto provee de cierta proteccidn al feto; también esti
involucrada en la activacibn del sistema del complanento,

1.3. Sistema del Canplemento.

El sistana del camplanento (c), es el mediador hmpral primario de las reaccio
nes antigeno-anticuerpo. Consiste de cuando menos 15 proteinas s@ricas quimica e
inmunolfgicamente distintas que son capaces de actuar de manera reciproca una con
otra, con el anticuerpo y con las mambranas celulares, Su actividad consiste en
la 11sis de difcrentes clases de células, hacterias y virus, hasta la mediacibn
directa de los procesos inflamatorios. También induce la liberacifn de histamina
de la célula cebada, la emigracién dirigida de los leucocitos, la fagocitosis y la
liberacién de los constituyentes lisosGmicos de los fagocitos (48),
las proteinas individuales de este sistema se encuentran normalmente en la circu
lacibn como moléculas inactivas, estas moléculas se designan con simbolos numéricos:
1, c2, €3, C4, C5, C6, C7, C8, C9, o en el caso de ciertos canponentes, por simho
‘o5 0 nombres triviales: properdina, factor B, factor D, factor A, #lH. Cada campo
nte debe ser activado suscesivamente en condiciones apropiadas para que progrese
na reacc in del complanento. Por lo tanto, la activacifn no contituye un evento
finico, sino mis bicen un proceso dinfmico que permite a las proteinas volverse mian
bros de un sistama funcional intenrado, en el cual actlan reciprocamente (48),
Hay dos mecaniams o vias paralelas, totalmente indepondientes cue conlucen

a la activacidon de la porcibn taminal, de la serie dn reacciones del camplamento.
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Modelo general de la estructura de la gamaglobulina.
Se muestran las porciones Fo y Fab, as! como las
porciones pesadas (H) y ligeras (1) de las regiones
constantes y variables de la mol&cula (tomado de:
Wintrobe M, Clinical Hematology 1974),



Uno de ellos, la via cldsica puede ser activada por complejos antige
no-anticuerpo o inmunoglobulinas agreqadas. Las inmunoglobulinas hg-
mahas pertenecientes a las subclases I4Gl, IgG2 e 19G3 y la clase
IgM son capaces de iniciar la vfa cldsica, mientras que la subclase
1yG4 y las clases IgA, IgD e IgE son inactivas al respecto (48). En
tre las subclases de IgG, la IgG3 es la mids activa, sequida por 1gGl
¢ 1gG2. La via clisica puede tener tambifn activacién no inmunolé-
gica, dada por un nfmero de sustancias quimicamente diversas, inclu
vendo el ADN, ciertas membranas celulares y enzimas semejantes a la
tripsina. La via clisica comprende los pasos de reacci6n de los com
ponentes primero {Cl), segundo (C2), tercero (C3) y cuarto (C4) del
complemento. La via puede subdividirse en 2 unidades funcionales:
la primera es la activacién del primer componente Cl y la segunda,
la generacifin de 2 enzimas relacionadas con el complejo del comple
mento: C 42 y C 427,

La otra via llamada alternativa o de la properdina, puede ser ac
tivada inmunol&gicamente por la IgA humana y también por algunas
moléculas de IgG e IgE del humano. La via también puede ser inicia
da por estimulos no inmunol8gicos como ciertos polisacdridos comple
jos, lipopolisac8ridos y enzimas semejantes a la tripsina. Como re
sultado de esta activaci6n, C3b, el producto mayor del rompimiento
del C3; factores B y D asi como la properdina, interactuan para en
samblar en la via alternativa a las convertasas de C3 y C5 (54).

La modulacifn de la activacifén del complemento puede ser lograda
por al menos 3 proteinas plasmiticas: el inhibidor de TI (55), inac
tivador de C3b (C3bINA) (56), y la globulina BlH. En afios recientes
se ha hecho obvio que al menos 3 tipos de células sintetizan pro--
teinas del complemento, el hepatocito, las células epiteliales de
los tractos gastro-intestinales y genito-urinario y cé&lulas de la
serie monocito-macr&fago (56). Se ha mostrado que los monocitos y
macréfagos humanos sintetizan €l y sus subcomponentes, C4, C2 y C3
(5.

Tanto la via alterna como la cldsica tienen en C5 y posteriores
componentes del sistema su siguiente sitio de actividad, procedien-
do la reaccibn como se ilustra on la figura 2. Las consecuencias de

la adherencia de las proteinas del complemento a las membranas son
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las siguientes:
.Acumulacibén del conjunto de proteinas del complemento.
.Cambios en el medio y la carga de la membrana.
.Modificaci6n de las propiedades y funciones de la membrana.
.Lesiones ¢ hinchamiento de la membrana.

.Dano o desintegracibn de la membrana.
1.4. Receptores Fc.

Dada la importancia que representan en la defensa del organismo
mol&culas come las inmunoglobulinas, y las que forman parte del sis
tana del complemento, se ha investigado la manera mediante la cual
se lleva a cabo su accibn, encontridndose que existen receptores a
través de los cuales se unen a distintos tipos celulares. Los recep
tores ¢ue reconocen y unen la porcifn Fe de la 1gG han sido detecta
dos en una amplia variedad de células, incluyendo macr8fagos, lin-
focitos y leucocitos polimorfonucleares. Estos receptores funcionan
en la fagocitosis (58) ; citblisis (59) de c€lulas recubiertas de
19G. los receptores Fc que son encontrados en diferentes tipos de
ctlulas, expresan distintas afinidades para las subclases de IgG.
Muchos estudios con c@lulas aut6logas e inmunoglobulinas sostienen
que los receptorQs Fc de los fagocitos mononucleares unen solo -
ciertas clases de I1gG especificamente. Los macrf6fagos humanos evi-
dencian gran atinidad por las subclases IgGl e IgG3 (60), mientras
que los macrfifagos de rat8n unen especificamente 1gG2a e 1gG2b, pe
ro en cambio no unen IgGl. Asi mismo, se han descrito receptores
Fc gue unen distintas clases de inmunoglobulinas (IgM e IgE) (58).
Los macr8fagos portan en su superficic receptores para la porcibn
Fc de la 1q9G, ademids de receptores para el complemento y receptores
no especificos para sustancias extranas, todos estos de gran impor
tancia biol6gica. Existen datos sobre la existencia de receptores
para la insulina, fibrina, lacto-ferrina, linfoquinas, carbohidra-
tos y lipidos (59). En cunanto a los receptores de tipo inmune, sc¢
sabe que el recubrimiento de besterias con inmunoglobulinas, facili
ta la adhercencia y fagocitosis y asi aumenta la accibn bactericida

de los macr&fagos (60). El papel del anticuerpo en la mediacién de
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la fagocitusis selectiva depende de la unién de una reqién del an-
ticuerpo a un sitio de reconocimiento o receptor sobre la superfi-
cie del macrbfago. De esta forma la porcidn de la inmunoglobulina
que se une al macréfaqgo es la Fe, en tanto la porcibn rFab une inmu
noespecit icamente al microorganismo patfgeno (61). Ademis de su fun
cidén en la eliminacibébn de cuerpos extranos, los receptores Fc de
los macréfagos funcionan en la eliminacibn fisiol8gica de eritroci
tos viejos o inviables (62). Se piensa que el envejecimiento puede
exponer grupos carbohidrato que estuvieron previamente ocultos so-
bre los eritrocitos, los cuales son luego opsonizados por IgG au--
télogo in situ, promoviendo su fagocitosis por fagocitos hepdticos
y esplénicos (63).

La presencia de receptores Fc es e¢valuada hoy en dia principal-
mente por el ensayo de rosetas, ecn donde eritrocitos xenogénicos
son cubiertos con anticuerpos (EA) y luego son expuestos a los ma-
cr6fagos, La actividad del receptor Fc es indicada por la adhesién
de eritrocitos sobre la superficie del macr6fago en una configura-
ci6bn denominada roseta. Se cuenta con técnicas en las que si los
eritrocitos son premarcados con 51Cr, pueden ser contados automiti
camente. Tambi&n se emplean conjugados de anticuerpos con fluores
ceina que se unen a los macréfagos 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 investigacibn

bSsica sobre la naturaleza y funci6én biolbgica de los receptores
Fc, sino también a nivel clinico en el que este ensayo se utiliza
como diagn6stico en la deteccibn del c&ncer cervical (65).

Actualmente se han desarrollado t@cnicas encaminadas a la evalua
ci8n mis eficiente de estos receptores, Asi, tenemos por ejemplo el
método avidina-biotina-peroxidasa (66), para la determinacibn de re
ceptores Fc en macrb6fagos aislados o en tejido. Qtro método consis
te cn el empleo de particulas fluorescentes de 2-hidroxietil meta-
crilato con dinitrofenol y anticuerpos monoclonales antidinitrofe-
nil, de tal forma que se detectan receptores Fc y la fagocitosis me
diada por estos receptores (67).

Se ha encontrado que la formacibn de receptores Fc estd mediada
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por una molécula termolibil y sensible a la tripsina evidencidndose
como tuna proteina. Bl estudio bioquimico de esta molécula llamada
FeRT (del inglés, Pe Receptor lnducer), indica que tiene un peso wo
lecular de 10 500 daltones y un pH isoeléctrico de 7.6. Se ha obte
nido en un principio de una linea leuc@mica de tipo macrofSgico de
nominada WR 19 M.l (68) y posteriormenge en suero endot6xico murino
asl como medio condicionado por pulmones y medio condicionado por
macréfagos peritonecales sometidos a la accibn de lipopolisac8ridos
(69).

1.5, Receptores C3,

La unién de la porcibn Fc de la IgG, a las células portadoras de
receptores para este fragmento, no es el {inico caso de uni6n media
da por recceptores. La adherencia secuencial de los productos del
complemento, a partir del tercer componente en adelante sobre un a
gente infectante, genera un sitio reactivo que tiene afinidad para
un receptor sobre los macr6fagos y asl tornar al microorganismo mis
susceptible a ser fagocitado (70). El significado biol6gico de es~-
te sistana se hace evidente en individuos con un metabolismo anor=-
mal del C3, o bien, cuando prescntan una deticiencia hereditaria de
este componente. En tales personas se presentan infecciones bacte-
rianas recurrentes, sin embargo, ¢stas pueden ser controladas por
los faqocitos ante la presencia de suero normal (71).

25 posible que los receptores del complemento regulen la inhibi
¢cidn de la migracién del macréfago inducida por endotfxinas. Esta
influencia puede ser efecctuada por factores de quienes se sabe son
generados por el complemento y el sistema de coagulacibn sanguinea
y puede actuar sobre la membrana plamdtica para inducir la activa-
cién del macrbiago (72). La deteccién de receptores C3 se realiza
en forma sencilla empleando eritrocitos sensibilizados con inmuno-
globulinas (FA) y posteriormente suero para favorecer la incorpora
cién de la fraccidédn C3b del complemento al FA formando EAC. En for
ma andloga se pueden evaluar los receptoreg para C3b en diferentes
célulans mediante una técnica de rosetas (73), asi mismo se pucde em

rlear el miétodo de conteo radiactivo en donde se marcan los EAC con
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5lCr.

Los eritrocitos recubiertos tan solo con lgM, no sc unen a los
macr6fagos en muchos sistemas, pero cuando las células rojas son
incubadas con componentes del complemento o con suero fresco, el
complemento se fija a los complejos inmunes permitiendo su unién a
estas células., Ciertas subclases de IgG, dependiendo de la especic,
también unen al complemento, Otra de las técnicas que sc emplean en
la deteccibn de los receptores para los componentes de este sistema,
consiste en el empleo de suero anticomplemento marcado con Fluores
ceina (74) y de esta manera evidenciar los sitios de unifén de los
componentes a las membranas celulares. Estudios realizados sobre
células portadoras de receptores Cib, muestran su participacibn on
reacciones fagociticas y secretoras, pero la caracterizacibn fisico
quimica del receptor muestra gue es sensible a la tripsina, lo cual
sugiere que es una proteina. Los estudios realizados al respecto,
indican que tal receptor es una glicoproteina con peso molecular de
205 000 daltones, la cual fué& purificada a homogeneidad usando pro
cesos cromatogri&ficos. Al realizar el bicensayo de esta molécula,
produjo aceleracibén en decaimiento de la properdina y amplificacibn
de la accibn de la convertasa de C3 entre otras funciones (75),

Por otra parte, se ha identificado una molécula cuya actividad
consiste en inducir a macréfagos y monocitos a la formacibén de re-
ceptores para C3, raz6n por la que se le denomina C3RI (del inglés,
C3 Receptor Inducer), su pH isoeléctrico es de 3.9 (76); 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 proteina, Esta molécula se demostro en suero y medio condicio-
nado de pulmones de ratbn sometidos a una inyeccifn intravenosa de
endot8xinas y en medio condicionado de macr6fagos residentes en la
cavidad peritoneal , estimulados con lipopolisac8ridos de Salmonella

typhosa.

1.6. Macr6fagos.

Como ha sido apuntado con anterioridad, los macr6fagos son un
grupo ceclular sumamente importante en las reacciones inmunes, ellos
representan un grupo heterogéneo de células tanto funcional como

morfoléqgicamente. Actualmente no se sabe si esta heterogeneidad es
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el resultado de diferentes niveles de maduracidn, o si de hecho hay
distintas subpoblaciones de macréfagos, las cuales pueden ser iden
titicadas en base a ciertas caractristicas de su sugerficie celular
o de acuerdo a su funcibn (77). Durante la maduracién de promono-
cito a monocito y de este a macréfago inmaduro a macr6fago maduro
(78, 79), hay muchos cambios en sus caracteristicas funcionales, e-
xiste cvidencia (80} que indica que la frecuencia de divisibn decre
ce a medida gque la c€lula madura, mientras que otras caracteristi-
cas, tales como la actividad fagocitica, adherencia al sustrato de
cultivo, actividad microbicida, receptores de superficie para in-
munoglobulinas y la habilidad para interactuar con cé&lulas linfoi-
des en varias reacciones inmunes, generalmente se incrementa.

Los macr6fagos y monocitos de diversas fuentes presentan caracte
risticas divergentes. Asi, se ha mostrado (81) que macrSfagos de di
ferentes tejidos al ser aislados y cultivados in vitro, su tasa de
adherencia al vidrio, asi como su tasa mitStica en cultivo variaba.
Baslndose en estas caracteristicas, Bennet describié tres categorias
de macr6fagos; macr6fagos peritoneales y de sange periférica que se
adhieren répidamente y tienen una baja tasa mitbtica; macr6fagos de
la médula 6sea, del bazo y del higado que se adhieren lentamente,
pero tienen una alta tasa mitBtica; y macr6fagos alveolares que se
adhieren répidamente y tienen una alta tasa mit6tica.

Aunque existen diferencias morfolbgicas entre los macrbfagos de
distintos tejidos, se puede encontrar una estructura tipica como
la que presentan los macr6fagos peritoneales, ya que tienen un
didmetro de casi 12 um con escaso citoplasma (82), Al microscopio
electrénico se advierte que la superficie celular es rugosa con nu
merosas prolongaciones; el citoplasma presenta evidencia de activi
dad secretora ya que tienen reticulo endoplismico rugoso y una z0-
na de Golgi bien desarrollada, esta (ltima frecuentemente relaciona
da con el centriolo, También se observan numerosas vacuolas que pue
den ser de 0.1 um o mis de difmetro y pequeflas vacuolas micropino-
citicas de menos de 100 nm en didmetro. Algunas c€lulas contienen
peroxidasa en cuerpos densos mientras otras la presentan en los ca
nales del reticulo endoplismico, zona de Golgi y el espacio perinu

clear, Estas Gltimas probahlemente representen células residentes

&
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en la cavidad peritoneal u otras regiones (83). En el citoplasma se
ha determinado la presencia de actina, que viene siendo la mayor
proteina contrictil del macr6fago (84),

Dentro de las caracteristicas fisiolfgicas de estos fagocitos,
se observa que derivan su energia de la glicSlisis o del metabolis
no acrobio, esto (Gltimo especialmente en ¢l caso de los macrbfagos
alveolares. Estas células sintetizan ARN y una amplia variedad de
proteinas, sintetizan y esterifican 8cidos grasos y sintetizan fos
folipidos, pero probablemente no colesterol (85). Se ha observado
que nuevos componentes de membrana son ripidamente resintetizados,
por ejoemplo, ciertos receptores de superficie son resintetizados 6
horas despus de su remocifn (86). Los macréfagos liberan una dive:
sa serie Jde productos en su ambiente pericelular; estas sustancias
varian desde compuestos de bajo peso molecular, como las prostaglan
dinas y nuclebtidos ciclicos y sustancias de mucho mayor peso mole
cular, tales como componentes del sistema del complemento y una va
riedad de enzimas hidroliticas como: hidrolasas &cidas, lisosima;
proteinas neutras, colfgenasa, elastasa, proteoglicanasa; componen
tes del complemento, moduladores de funciones celulares como el fac
tor activador de linfocitos T, factor activador de linfocitos B,
factor de maduracién timico, inhibidor de proliferacién celular en
fibroblastos y linfocitos (87), asl como un factor inductor a la
proliferacibn de [ibroblastos, c@lulas endoteliales y del misculo
liso (88, 89). Tambi&n se piensa que el macr§fago produce un factor
que interviene en la proliferacifn de células mesenquimales despuls
de un dafio a los tejidos, como ocurriria durante una inflamacibn y
posiblemente en la arterioesclerosis. También se ha reportado la
produccifn por parte de los macrbfagos, de un factor proliferador
de fibroblastos de pulmbn (90).

En diversos tejidos del organismo, existen macr6fagos como resi
dentes habyituales, no obstante, se ha experimentado con mayor {re-
cuencia con los provenientes de la cavidad perotoneal, debido a que
la poblacibn es fécilmente caracterizada (91}. Gu colecta es senci
1la comparando con los macr6fa.jos de otros tejidos, que s0lo se puc
den obtener por disgregacifén encimdtica, con lo que se afecta a las

células, Los macr6fagos de la cavidad peritonecal son utilizados en
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estudios acerca de la morfologia, diferenciacién, fagocitosis, cito
téxicidad y respucsta inmune (92).

Ademds de los macr6fagos que se encuentran en la cavidad perito
neal, se pueden obtener granulocitos cosinSfilos y células linfoi-
des. No ¢s comln observar monocitos en dicha cavidad, aunque su pre
sencia y cantidad se asocia con neutréfilos y esto con un estado pa
tolbgico del animal (93).

Se piensa que la poblaciédn de macréfagos residentes se mantiene
mediante un mecanismo de autorreplicacifn y que las c&lulas con ca
racteristicas de monocitos alli encontradas, pueden ser monocitos
transitorios en la cavidad y no estar relacionados con los macrbfa
gos residentes (91).

Se ha cmpleado una amplia variedad de agentes irritantes para
provocar la llegada a la cavidad peritoneal de un gran nfimero de
células (como los monocitos y los neutrdfilos). El patrén que siqgue
la respuesta a la estimulacibn por diversos agentes, es generalmen
te la migsma (94): cuando el irritante que se emplea en la cavidad
peritoneal es el caseinato de sodio, se observa que el tipo celular
que  arriva en primer t&rmino es el granulocito, dindose este fe--—
némeno entre una y dos horas despufs de la inoculacibn, posterior-
mente llega a su nlmero miximo a las 16 horas y comienza a declinar
hasta desaparecer casi compleotamente a las 24 horas. En el caso de
los monocitos, estos tienen su miximo (95) a lus 4 dias de haber
sido inoculado el ratfn. El tiempo que lleva el restablecimiento de
la normalidad en la cavidad varia dependiendo de la concentracibn
y de la naturaleza del estimulo (96).

Otro tipo de macr&fago cuya obtencibn es relativamente sencilla
es el macrbfago alveolar, estas c&lulas son componentes esenciales
en la defensa de las vias respiratorias. Estos fagocitos ocupan una
posicidn especial dado que el pulmbn, con casi 90 m2 expuestos al
amhbiente, es vulnerable a ser dafado por las diversas sustancias en
contradas en ¢l aire. Esta amplia superficie pulmonar es protegida
por un sistema primario de filtracibn en la nariz y vias aéreas, el
cual evita ¢l paso de particulas mayores de 3pm, sin embargo, los
gases daninos pueden ser absorbidos en un alto gradeo, Dentro de los

alveolos, el macr6fago es el responsable de la proteccibn del delga



do epitelio que recubre los capilares pulmonares (97).

Existe una correlacidén positiva entre la cantidad de polvo que
penetra al tracto respiratorio vy el nlmerc de c€lulas fagociticas
(94 . La exposicibn al pelvo incrasenta el recrutamiento de losrni
créfajos hacia los alveolos mediante dos mecanismus diferentes (995,
v tea por la migracidén de los nonocitos circulantes, o bien, por
prol rteracidn y migracidn Je maerdfagos intersticiales (100), La

resperenta de los macrdtagoe:s despuds de la exposicidn a un gas ha

sits menos estudiada, sin cibargo, poro bo ogeneral el nmero Jde ma-
créiagos presente on el tracto resparatoric profundo varia con la,
prop sedades quimicas y cantidad Jde polvo votas on o exposicifn (L0
Por ~tro lado, se ha encontrado que individess tunadores ticnen un
mayosr nimero de macrdtagos alveslares comparado con los no fumado-
res £102), relacionindose euto con la cantiiad de humo inhalado.

Se acepta generalmente que el origen de las c@lulas del sistena
mononuclear fagocitico es la médula Ssea, v en términos generales
esta relacifén tamoién concierne a leos macrffagos pulmonares. Las &
ferencias entre la mayoria de macrdfagos de tejido y loz fagocitos
alveclares parece estar relacionada al disctinto medic {uncional de!l
pulnSn, En contraste a los fagocitos de los sinusoides del higado
v el peritoneo, los macrdfagos alveolares se encuentran en una at-
mbsfera aerobia. Ademis, ante 1. constante invasi6n de partficulas
extranas, el sistema debe responder rapidamente con un enorme in-
cremento en la produccibn celular. Parece gue cstas funciones son
sostenidas por una poblacién 18bil de macré6fajgos intersticiales. eg
to es, un compartimiento entre los monocitos sanguineos y las célu
las alveolares libres. En este compartimiento, las células pueden
presentar adaptaciones bioguimicas previas a la migracifn hacia los
sacou alreos, aul, se pueden considerar dos componentes del siste-
ma pulmonar macrofigico: c@lulas intersticiales y fagocitos alveo-
Lares libres (97).

El estudio de la morfologia, metabolisme y funcifn de los macré
ftagos alveolares, se realiza en forma mas adecuada en c&lulas obte
nidas por lavado pulmonav (103). La caracteristica morfolbgica
predominante de las c@lulas obtonidas nedia%ce lavado ez su hetero

gqeneidad. Bsta variedad estructural es dependiente de la edad de 1a
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ctlula, la fase de su actividad celular y la naturaleza y cantidad
de material que ha sido fagocitado. Las c@lulas inmaduras inactivas
muestran abundante reticulo endoplésmico liso; mientras que cE&lulas
que han lagocitado material presente cn los alveolos, muestran un -
marcado incramento en el reticulo endoplismico rugosa y on el nfime-
ro de lisosomas. Lahcterogeneidad estructural de los macr6fagos al-
veolares es un reflejo de las actividades metab8licas y sintlticay
de la cblula, Despuls de la ingestibn de partSculas tales como o
18n u 6xido de hierro, hay ennun lapso de 8 hovas, un marcado oo -
bio en la produccifin lisowomal. e ha resaltade la promipencia de
aparato de Golgi, ¢l reticulo endoplismico, y los lisosonas en cs-
tas cClulas (104), por lo gue se ha considerade que podria ser un -
reflejo de la demanda de una ripida sintesis y almacenamiento de -
hidrolasas 8cidas bajo condiciones en gue se requiera la defensa
del oryanismo contra alqun dano. Las diferencias en la actividad -
enzimftica eptre los macréfagos alveolares y los fagocitos de otras
partes del cuerpo, parece estar relacionada con la demanda continua
¢ inmediata de los macrb6fagos alveolares debido a su situacién ana-
témica. Los macrbfagos alveolares contienen considerablemente més
fosfatasa 8cida, lisosima y lipasa que los macr8fagos peritoneales
(1Q5).
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Tal y como so wanciond, o trabajos de diversos autores se ha
reportado una amplia variacibn <n los porcentajes de receptores -
para Fe y (3 en cblulas mieloides murinas, tanto on cBlulas recién

colectadas de la mBdula Gsca, como aquellas inducidas in vitro.

Estas variaciones pueden ser atribuidas tanto a caracteristicas
propias de la cepa de ratén, del estado de diferencijacién en que
se encuentren las células, como a variaciones propias de las té&cni-

cas empleadas por cada observador.

Con la finalidad de contribu:r a elucidar esta heterogeneidad,
en este trabajo se emplearon ratones de distintas cepas, para eva-
luar el fenOmeno de induccifn a la formaci6n de receptores inmuno-
18gicos en cada una. Asimismo, se realizarin ensayos en los gque se
remover&n ctlulas mieloides totalmente diferenciadas para proceder
a la induccifn de la formacifn de receptores a partir de precurso-
res, y asi determinar si el estado de diferenciaci®n tambi&n inter-
viene en la formacifn de estos receptores.

se plantea utilizar dos n&todos para eliminar o remover a las -
células mis diferenciadas, como podria ser mediante la inoculacibn
intraperitoneal de un irritante que provoque la migraciSh de la re-
serva medular madura hacfa la cavidad. Otro m8todo se realizar§ -
aprovechando la cualidad de las células maduras de la médula de ad

herirse y por tanto ser eliminadas.

Por otra parte, sc¢ ha encontrado gue macréfagos de distintos te
jidos producen y liberan los factores inductores a la formacibn de
receptores para Fc y C3, siendo ademds células susceptibles a ser
inducidas a la formacxmnde tales receptores. En consecuencia se eva
luar§ si la producc16n de FcRI y C3RI y formacibn de receptores, o-
bedece a un fenbmeno de autoinduccién., Para lo cual se cultivar&n
macr8fagos peritoneales residentes a diferentes dias, evaluando el
porcentaje de receptores Fc y C3 en funcibn del tiempo.



Por Gltimo, dado que se ha reportado que macr6fagos inducidos a
la cavidad peritoneal producen MGI pero no FeRI y C3RI, y que el
macr8fago residente de la misma cavidad produce FcRI y C3RI y no
MGI, se tratar§ de determinar si el macr&6fago alveolar produce al-
guno de estos factores y asf poder establecer con que grupo de fa-
gocitos se asemeja, contribuyendo de esta forma al esclarecimiento
sobre el origen de los fagOcitos pulmonares.

21
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2,~ MATERIALES Y METODROS.

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 fluctfo entre 2 y 4
meses., Ademis se usaron ratones machos de las siguientes cepas:
Ch~1 del bioterio del Centro de Estudios Avanzados del I. P, N.(C-
11), cepa NMR-1 del mismo bioterio (C-I1IY) y la cepa NIH del biote
rio del Hospital General .e la S. §. A, (C-1V), todos ellos de 3 -~

meses de edad,

Para la determinaci8n de receptores Fc en macrSfagos de cavidad
peritoneal y para los ensayos con macréfagos alveolares se emplea-

ron ratones de la C-J,

2.2,- CULTIVO CELULAR.

El medio gque se utilizé es el Medio MiInimo Esencial de Eagle o
Medio de Eagle (ME) (Gibco Laboratories, U. S, A.,) (ap&ndice 1).

A este medio se le adicioparon 100 u/ml de penicilina (Laborato
rios Lakeside, México), 100 ug/ml de estreptomicina (Laboratorios-
Lakeside, México) y 3.7 g/l de bicarbonato de sodio, antes de ser
esterilizado se ajusta a un pH de 7,2.

El medio asi preparado se filtra para fines de esterilidad con -
filtros de membrana (millipore U. 8. A.) con un poro de 0.22 u de-
difmetro. Asimisgmo, para obtener el medio de cultivo, el ME fué su
plementado con 10% de suero de caballo (SC) (Microlab, México), -
previamente desactivado a 56°C en baflo de agua durante 30 minutos.
este suero se almacena a -20°C y antes de ser mezclado con MF se ~
calienta a 37°C. Para el cultivo in vitro de las células fué utili
zada una incubadora con temperatura constante de 37°C, humedad a -~
saturacifn y una atmbsfera de 10% de bib6xido de carbono en aire.-
Las células se incubaron en cajas de cultivo de 60 X 15 mm (Kimax

Vineland, M. J., U, 8. A.,) con 5 ml de medio de cultivo.
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2.3.- PRUERA DR ESTERILIDAD,

Para probar la esterilidad de las scluciones 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 mues-
tras durante 48 horas a 37°C, al término de las cuales se observa-

si hubo proliferaci8n de microorganismos contamirantes,

2.4.- TRATAMIENTO CON CASEINATO DE SODIO.

Para la obtencifn de células tanto de médula 8sea desprovista de
la reserva medular, como de c@lulas no adherentes inducidas a la ca
vidad peritoneal, se inyectaron 3 ml de caseinato de sodio al 10% -
en SAT en la cavidad perjitoneal de los ratones por periodos de 16 0
48 horas,

2.5,- OBTENCION DE CELULAS,

C8lulas de M&dula Osea .- Se sacrificaron a les ratones mediante
descervicacifn procediendo a continuacifn a extraer los ffmures a
los que se les colocS en cajas de petri gue contenian solucibn a--
mortiguadora de fosfatos SAF, apé€ndice 2).

Se limpian los huesos de todo resto de mfisculo y se perforan -
ambas epifisis con una jeringa de 1 ml haciéndo fluir SAF o ME de -
un extremo a otro del hueso, repitiendo la operacibn 5 veces, Las-
cBlulas obtenidas se colectan en un tubo y son lavadas 3 veces con
SAF centrifugfndose cada vez 3 minutos a 500 g. La cantidad de célu
las obtenidas se determind por conteo en un hemocitometro (diagra-
ma 1),

Para los ensayos realizados con células de médula 6sea, despro-
vista de células maduras mediante la t&cnica de preincubacifn (dia
grama 2), se colecta la m8dula y se siembran 6 X 106 células en -
cajas de petri sin SC., posteriormente se incuban durante 1 hora y
al término de esta se colectan las c&lulas no adreridas al sustra-

to de cultivn y se resiembran en otras cajas con nedio de cultivo.

C8lulas de la Cavidad Peritoneal.- Se sacrifica al animal y se
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extraen las células de esta cavidad lavando 3 veces con 10 ml de
SAF en cada ocasifin colectando las c@lulas en un tubo c6nico. Se
lavan 3 veces con SAF centrifugando 3 minutos a 500 q y sembrando
h X 1rlb células en cajas de petri con ME, incubdndose durante 1 hr,
Después de ello, si se desea experimentar con macréffagos de esta -
cavidad, se desechan las c@lulas no adherentes y se adiciona medio
de cultivo (MC). En caso de trabajar con los granulocitos elicita~-
dos a la cavidad peritoneal, se resicmbran en otras cajas con MC

(diagrama 3).

MacrBfagos Alveolares,- Se expone la trdquea y los pulmones, re
tirando el estern8n y la parte anterior de la caja tordcica. Se ha
ce una pequena inclsifn en la parte media de la trdquea en donde -
se introduce una aguja despuntada de jeringa del nimero 21, suje-
tdndose firmemente con un hilo. Se perfunden unas gotas de ME al -

interior de log pulmones empleando una jeringa de 3 ml,

Se continua el corte hasta la regiBn ventral retirando a un la-
do los intestinos para seccionar la vena porta-hepitica y asi de-
sangrar al ratén, con lo que se evita la contaminacién de eritro-
citos en los pulmones. Se procedec a realizar el lavado alveolar -
perfundiendo un ml de ME que se extrae con la jeringa repitiéndo-

se la operacibn 10 veces,

Las c@lulas asi obtenidas sr colectan en un tubo de centrifuga
mantenido a 4°C en bafio con hielo y posteriormente se lavan 3 ve
ces con ME centrifugandose a 500 g durante 3 minutos. Se siembran

4 X 106 células por caja (diagrama 4). Hay que tener cuidado en -
mantencr humedecidos los pulmones, por lo que hay que vertir sobre
ellos unas gotas de SAF o ME con el fin de evitar que se dafie el

tejido,

Eritrocitos de Carnero.- Para las pruebas de EA y FAC se usaron
eritrocitos de carnero, los cuales se extraen por sangrado de la -
yugular de este animal y se colocaron en solucifn de Alsever (apfn
dice 3) en relaci6n 1:1. Los eritrocitos se almacenaron una semaha

antes de su uso y nunca después de 5 semanas a 4°C.
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1.~ Melio Condicionado de Pulmén (MCP), Este medio se ha proba-
do que es una sustancia rica en FcRI ademds de contener MGI. Para-
s obtencibn se inyect6 a los ratones en la vena caudal 0.1 ml de
SAF conteniendo 5 ug de lipopolisacfridos (LPS) de Salmonella ty--
phimurium (Sigma, Chemical U. S, A,). Despufs de 3 horas se sacri-
fican a los ratones para extraer completos a los pulmones colocln-
dose en tubos de ensaye de 50 ml con 5 ml de ME y proceder a mante
nerlos durante 44 horas en la incubadora, Posteriormente se centri
fuyan los tubos a 1000 g Jdurante 1% minutos separd&ndose el medio -
conlicionado de los pulmones. Se recupera el medio condicionado, -
se le aplica prueba de esterilidad y se conserva a -20°9C (diagra--

ma 5).

I1.- Medio Condicionado de Pulm8n Desprovisto de Macr8fagos Al-
veolares (MCMA). A ratones inyectados con LPS por via intravenosa,
se les aplica la técnica de lavado alveolar para eliminar a los ma
crb8fagos; al terminar el lavado alveolar se extirpan los pulmones

prosiguiéndose con la técnica de obtenci6n de MCP (diagrama 6).

I1I.~- Suero Endotbxico. Se sigue la técnica para MCP solo que en
este caso se utiliza la sangre de ratén en vez de los pulmones. La
sangre se obtiene seccionando al corazén con tijeras. Se colecta -
inmediatamente la sangre con una jeringa de 1 ml y se vierte a un-
tubo de cnsaye en donde se deja reposar durante 15 minutos a tempe
ratura ambiente. Despufs se desprende el codqulo de las paredes del
tubo mediante agitacifbn vigorosa y se coloca el tubo con sangyre a-
4°C durante 1 hora. Por {iltimo se centrifuga a 1000 g durante 15 -
minutos colectdndose el suero, el cual se conserva a -20°C hasta -

el momento de su uso {(diagrama 7).

IV.- Preparacibn de Medio Cohdicionado de MacrSfagos Residentes
en la Cavidad Peritoneal (MCM). Se obtienen los macr8fagos residen
tes Jde la cavidad peritoneal y se les agregan 5 ml de MC con 0.02
mg de LPS incubdndose por 4 dias. Los medios condicionados asi pro

parados fueron centrifugados a 500 g por 5 minutos para eliminar a
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las c8lulas en suspensifn y almacenados a -20°C hasta su uso (dia-

grama 8).

V.- Preparacién de Medio Condicionado de MacrS&fagos Alveolares
(MCMA) . Se sigue la técnica de obtencién de macr6fagos alveolares
antes deserita. Una vez ya adheridas las c8lulas al plato de cul-
tivo, tambidn se les agrega 0.02 mg de LPS., Las células se incuban
Jde 8 a 12 dias, que una vez transcurridos , se centrifugan a 500 g
durante 5 minutos y se almacenan a -20°C hasta el momento de su -

uso {(diagrama 4),

Preparacién de Eritrocitos Activados con Anticuerpo (EA) y Eri-
trocitos Activados con Anticuerpo m8s Complemento. (FAC).

VI.- Se toma 1 ml de eritrocitos de carnero lavandose 3 veces -
con SAF centrifugando a 500 g por 3 minutos. Al botén de eritroci-
tos se le quita el SAF y se agregan 4 ml de una dilucibn de IgG -
1:1600 (7s, Cordis Labs., Miami Fla.) y otros ¢4 ml de SAF fresco,
se mezcla e incuba por 30 minutos a 37°C. Pasado este tiempo se -
centrifuga, se desecha el sobrenadante y se lavan los eritrocitos
con anticuerpo otras 3 veces mis con SAF para eliminar el exceso
de anticuerpo. Se centrifuga finalmente a 500 g por 3 minutos, se
elimina el sobrenadante y se adicionan 8 ml de SAF fresco. El1 EA
asi preparado se conserva a 4°C hasta por 5 dias (diagrama 9).

VII.~- EAC. Se obtiene suero de ratén diluyéndose al 10% en SAF
y se mezcla con EA en relacién 1:1, Esta mezcla se incuba 30 minu~-
tos a 37°C. Se lava 3 veces con SAF y se resuspende en el volumen
inicial de suero y SAF. El EAC se conserva a 4°C hasta por 3 dias

(diagrama 10},

Determinacién de Rosetas EA y EAC en Células de M&ula Osea.

Se utilizan células de mBdula 8sea ya seadesrués de haber sido
lavada con SAI', o bien, a los 4 dias de incubaci8n. En ambos casos
se mezela un volumen determinado de EA o FAC con las células mie-
loides de tal forma que se establezca una proporcién de 100:1., Ee

centrifugan a 500 g por 5 minutos, formdndose un botbn, cl cual -

29
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se incuba sin resuspender durante 30 minutos a 37 °C, Posteriormente se resus-
pende el botbn muy suavemente utilizando una pipeta pasteur y se

evalGa el porcentaje y nlmero de c8lulas con mis de 3 eritrocitos
adheridos, a lo cual se le llama roseta; la evaluacifn se realiza

mediante el uso de un hemocitometro {(diagrama 11},

2.7.- OTROS PROCEDIMIENTOS.

TeAido de cé&lulas.- Para hacer frotis de las c&lulas mieloides
se procedib de la siguiente manera; las células se colocaron en
portaobjetos mediante una centrifuga cytospin (Shandon Southern U.
§. A.) a 1000 rpm durante 5 minutos, posteriormente se fijaron y
tifferon por medio de la té&cnica May Green-Wald-Giemsa, con el pri~
mer colorante permanecleron 3 minutos, con el giemsa al 10% se ti-
fieron 10 minutos,

Para la determinaci8n de macr8fagos adheridos al sustrato de
cultivo, se lavan las cajas con SAF y se agrega el fijador y el
colorante de la forma antes descrita,

Confiabilidad de resultados.- Todos los experimentos realizados
en este trabajo, se efectuaron un minimo de 2 veces y por duplica
do, Cada experimento se realizd independientemente uno de otro y
el nfmero de veces necesarias para obtener un mAximo de 101 de -

error,

Manipulaci8n del Material de Trabajo,~ Todos los reactivos y -
cristaleria usados se esterilizaron previamente en autoclave a
15 1b de presifn durante 20 minutos, o bien, en el caso de los reac
tivos, usando filtros de membrana, Para la obtencifn y manipula~--
cién de las células, asi como para el uso de las diversas sustan--
cias, se trabaj® en una campana de cultivo previamente limpiada con
alcohol al 70% y esterilizada por 20 minutos con luz ultravioleta,

Ccontrol Positivo y Negativo,- Para el empleo de SE, MCP, MCM y
MCMA, se usaron respectivamente 0,2, 0.4 y 0.5 ml de ellos en los
platos con c8lulas sometidas a inducci8n, En el testigo no se agre

garon estos medios.
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1) beterminaci®n de la Pormacién de Rosetas EA y EAC en Cé&luylas
de M&dula Osea Murina.

2} Induccifn a la Formacién de Receptores para Fc en C&lulas de

Mé&dula Osea.

3) Induccifin a la Formacifn de Rosetas EA en M&dula Osea de Dis
tintas Cepas de Ratones.

4) Determinacibn de Receptores Fc en C8lulas de M&dula Osea Des
provista de Células Maduras Mediante Preincubacidn,
5) Induccibn a la Formacién de Receptores para Fc, en Células

de M&dula Osea desprovista de C&lulas Maduras.

6) Induccibn a la Formacién de Receptores Fc en C&lulas de la
Cavidad Peritoneal de Ratones Inyectados con Caseinato de

Sodio,

7) Cinética de Formacidn de Rosetas Fc e Inmunofagocitosis en
Macr6fagos Murinos Residentes de la Cavidad Peritoneal.

8) Cinética de Formaci6n de Receptores C3 e Inmunofagocitosis
en Macrbéfagos Murinos Residentes de la Cavidad Peritoneal.

9) Incapacidad de los Macrbfagos alveolares para Producir MGI
y para Autoinducirse a la Formacifn de Receptores para Fc y
Cc3.

1
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Diagrama de la secuencia de experimentos realizados durante la

3 4

tesis.
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3. RESULTADOS,

DETERMINACION DE LA FORMACION DE ROSETAS EA Y EAC EN CELULAS
DE MEDULA OSEA MURINA,

Tomando en consideracién que los receptdres para la porcibn rc
de la I19G y para la porcifén C3b del sistema del complemento del plas
ma sanguineo en cé@lulas mieloides, son adquiridos durante el proce-
so de diferenciacién celular y que en la m@dula 6sea se encuentra -
un compartimiento muy importante de c&lulas maduras, se esperaria -~
que existidse un alto porcentaje de c&lulas con receptores para Fc
y C3. Sin embargo, en trabajos anteriores (106) se encontraron va-
lores muy bajos de cflulas con estos receptores, al grado de repor
tar algunos valores cercanos a cero (107},

Con la finalidad de determinar el porcentaje de células con re-
ceptores para Fc y C3 en nuestras condiciones de cultivo, se proce
di6 a evaluar la formacibén de rosetas EA y EAC en células de m&du-
la 6sea procedente de ratones de la cepa CD-1,

bara EA se observd una cierta variabilidad ya que se tuvieron va
lores desde 1% hasta 13%. El promedio de formacién de rosetas EA -
fu6 de 6.1% con una desviaciBn estandard (d.e.} de 3,3, o sea de -
casi la mitad del promedio (tabla 1).

Para EAC tambifn se advirti6é varijabilidad en el porcentaje de -
formaci8n de rosetas yendo desde 4% hasta 16% obteniéndose un pro
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 datos indican que las c8lulas de médula Osea por
taban bajos porcentajes de recoeptores tanto para Fc como para C3, -

pero con una amplia variabilidad.
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INDUCCION A LA FORMACION DE RECEPTORES PARA Fc EN CELULAS
DE MEDULA OSEA,

Una vez determinado el porcentaje de células con receptores pa-
ra Fc en médula 6sea murina y con la finalidad de estudiar la ci--
nética de induccibn de receptores inmunolégicos en células mieloi-
des, se procedif a evaluar la induccién a la formacién de nuevos re
ceptores Fc en dichas c8lulas mediada por el inductor FcRI, para -
ello se utilizaron dos medios ricos en dicho factor, el suero en--
dotbéxico (S5E) y el medio condicicnado por macréfagos residentes de

la cavidad peritoneal (MCM).

La induccifn ful evaluada a los 4 dias de incubaci6n utilizando
ya sea 0.2 ml de SE, o 0.5 ml de MCM. En los resultados obtenidos
con SE la variaci®n fué muy amplia, teniendo una ocasifn en que -~
ninguna célula formé rosetas hasta otra en donde el valor fu# de -
38% (tabla 2). Como era de esperarse la desviacién fué muy elevada,
casi igual al promedioc siendo respectivamente de 12 y 13%,

Con el MCM la variaci6n también fué puy 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 filtimo los porcentajes son mucho més elevados-
pues se llegé a obtener hasta un 61% de rosetas, aupque también hu-
bo casos muy bajos: 2%.

Al hacer la evaluacifn del testigo (sin medio inductor), se en-
contr§ que este tambi&n presenta una gran variacién en la formacibn
de rosetas EA con datos extremos de 42% y de 1%, El promedio fué -

de 15% con una d.e, que ascendi6 a 12.
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Los resultados obtenidos para SE y para el control fueron muy -
semejantes, es mis, da la impresibn que hubo una mayor induccién -
para receptores Fc en el testigo (15%) que en el medio con FcRL --
(13%). Sin embargo hay que tener en consideracifn yue como el SE -
contiene ademis del FcRI el llamado inductor a la proliferacibn de
macr6fagos y granulocitos (MGI, del inglés Macrophage and Granulo-
cyte Inducer), es notorio que los datos de porcentaje no dan una -
idea clara del nlmero de ctlulas que fueron inducidas por el FcRI,
por ecllo se consider8 adecuado evaluar el nlmero de c&lulas que -

formaron rosetas EA en cada una de las situaciones experimentales.

Con el SE en donde se detectf la mayor proliferacifn de c8lulas,
tambi&én se obtuvo la mayor induccifn de rosetas, con un promedio de
306 X 104 cBlulas con receptores y con d.e, de 210,

con el MCM el ndmero de rosetas fué de 269 X 104 con d,e, de 159,
Por Gltimo, el testigo present8 154 X 104 rosetas y desviacifn de ~
106, No obstante, hay que hacer notar que en los tres casos las va
riaciones fueron muy grandes tal y como lo muestra la desviacién -
estandard.

Al analizar estos resultados se observa que el FcRI contenido en
el SE duplic6 el nmero de c€lulas con receptores para la Fc xespec
to al control, en tanto el MCM ocup8 un punto aproximado, aunque me-
nor al SE,
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INDUCCYON A LA FORMACION DE ROSETAS EA EN MEDULA OSEA DE
RATONES DE DISTINTAS CEPAS; CD-1, NMR-1 y NIH,

La gran variabilidad que se encontré§ en la induccién a la for--
macién de rosetas EA, en c8lulas de m8dula 8sea en los diferentes-
experimentos realizados, nos hizo pensar en la posibilidad de algu
na alteracién en el estado de salud de los ratones utilizados, o -

en una propiedad muy especifica de la cepa empleada,

Para poder esclarecer estas cuestiones, se realizaron experimeﬂ
tos similares de induccién con SE y MCM utilizando, tanto ratones
de la misma cepa CD-1 provenientes de otro bioterio (C-II), como -
ratones de otras dos cepas: la NMR-l (C-TIX] y la NIH (C«IV) (tabla-
3).

AL analizar los resultados obtenidos con médula Ssea de la C-II,
nos encontramos que las d.e. eran mucho menores que las observadas
con la C-I, ya que con SE se encontr8§ un promedio de 17% con d.e. -
de Gnicamente 7, asimismo con MCM se tuyo un promedio de 20% con -
d.e, de 10,

Por otro lado, los valores obtenidos para los controles con la-
C-1I, 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 condiciones del bioterio pueden influir fuertemente en
el porcentaje de receptores inmunol8gicos de las c@lulas hemato---
poibticas. '

Al considerar los valores obtenidos con los ratones de las C-ITI
y C-1v, se destac8 que en el caso de la C-III los resultados de -~
induccibn fuerun 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{ comc en el control (15, 15 y 12%) y



CEPA ~ INDUCIOR % de Rosetas Xo|de.| cw.
Ch-1 | SE 3@, 19, 18, 15, 16, 10, 17 | 7 ®
MCH 13, 29, 27, 25, 14, 12, 20 | 10 b

12, 7.
Cont, 17, 13, 8, 7, 9, 3, 7 h) "

3, 1.
NMR-1L SE 31, 20, 18, 14, 12, 19 7 3
NCM 33, 3, 29, 21, 13. 26 9 ([
Cont, 48, 44, 36, 22, 4. 9 18 69
NIH SE 19, 16, 13, 11, 13 3 4
MCH 8, 15, 13, i1, 15 4 2%
Cont, 16, 14, 18, 6. 12 4 0

RATONES DE DISTINTAS CEPAS.



d.e, muy baja de 3, 4 y 4 respectivamente,

Nuestros resultados indican que para efectuar estudios de induc
¢ién 4 la formacifn de receptores inmunolBgicos, es muy importante
seleccionar la cepa de rat6én a ser utilizada y considerar el esta-
do general de salud de los mismos. Para la continuacifn de este --
trabajo se eligi6 proseguir con la C-1I, ya gue la C-III tenia con
troles muy elevados y la C~IV muy parecidos a los encontrados me--
diante induccibn.

DETERMINACION DE RECEPTORES Fc EN CELULAS DE MEDULA OSEA
DESPRQOVISTA DE CELULAS MADURAS MEDIANTE PREINCUBACION,

Siendo que los portadores de receptores Fec son c8lulas maduras,
se pensf que la variabilidad encontrada en la C~I, respecto a la-
C-11, podfa ser debida a la existencia en la m&dula 8sea de cé&lu-
las altamente diferenciadas,

Con el objeto de separar a dichas c8lulas, se optd por la pro-=-
piedad que tienen de adherirse al sustrato de cultivo.

para ello se cultivarop previamente las c&lulas durante 1l hora
¢y se eliminaron aquellas que no se encontraban en suspensién.

Tal y como era de esperarse, el porcentaje de c&lulas con recep
:ores bajo significativamente de 7% a 2% tanto para Fc como para =
'3 (tabla 4).

Sin embargo, al utilizar estas cé&lulas para estudiar la induc--
'i6én mediada por FcRI contenido en el MCM, durante 4 dias de incu-
acién, se obtuvieron valores muy semejantes a los encontrados cuan
.0 no se depletf§ a la médula de las células adherentes, ya que en -
aquellas que hablan sido preincubadas se encontré un valor de 14%-
de rosetas EA en los medios que contenian FcRI y s6lo 7% en el con
trol, en tanto, en células sin preincubacién se tuvo que en las ~--
que no se agrego MCM el porcentaje de rosetas EA fud de 13% y el -
control de 7%,

i1



Deterninacion de Rosetas EA, Liempo Cero
% de Rosetas X d.e. C.v,
Medula 0:ea | Fe 13, 10, 8, 7, 6, 9 2. 7 13 Y|
Completa C3 14, 9,8,6, 4 4 4 T 31 K]
Medula 9sea | Fc 3, 3,2 1. 2 09 $H
Freincubada
| hora. (3 3, 2, ¢, 1. 2 0.8 4%
Peterminacion de Rosetas EA. 4 dias de Incubacien
Medula 0cea | MCK 14, 13, 12, 13
Completa Cont. 9, 7, 4. | 7
Medula 0sea | MCH 17, 14, 12, 14
Preincubada | Cont. 10, 8, 4. 1

MEDULA OSEA DESPROVISTA DE CELULAS MADURAL MEDTAN-
TE PREINCUBACION,
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INDUCCION A LA FORMACION DE RECEPTORES PARA Fc, EN CELULAS
DE MEDULA OSEA DESPROVISTA DE CELULAS MADURAS,

Es conocido gue la inoculacién intraperitoneal de un irritante
ocasiona la migracibn a esta cavidad, de leucocitos maduros. Estos
leucocitos est8n constituidos principalmente de granulocitos prove
nientes de la reserva medular. En consecuencia, otra forma de lo--
grar la deplecifn de cBlulas maduras portadoras de receptores para
e en la mBdula 6sea, es mediante una previa inyeccin intraperito
neal de caseinato de sodio, de tal forma gue despufs de 16 horas ~
la mayoria de c8lulas maduras de la reserva hayan migrado al sitio
en que se localice al irritante y por tanto desprovisto a la médu-
la 6sea de sus c&lulas mis maduras portadoras de receptores pararFc,

Esta forma indirecta de enriquecer a la médula de precursores -
mieloides fu® aplicada a ambas cepas de ratones CD-l, para determi
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 induccifn de receptores Fc me
diado por el PFcRI contenido en el SE y MCM.

Se tomd como tiempo ideal para este experimento las 16 horas, -
pues es sabido que la mayorfia 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 repoblacibén de la
reserva de la médula Osea.

Ademis, para asegurarnos de que no era necesario esperar mis -~
tiempo para garantizar la deplecifn medular, se evalu§ el porcenta
je de c&lulas formadoras de rosetas EA en la m&dula 6sea de C-I, a
las 16 y 48 horas despus de ser inyectados 3 ml de caseinato de -
sodio al 10% en la cavidad peritoneal. En ambos casos se encontra-
ron resultados semejantes ( tabla 5), ya que obtuvimos un promedio
de 8 y 7t con d,e, de 2 y 2,5 respectivamente.

Hay que notar que el porcentaje de cElulas con receptores para -



TABLA 5,

Evaluacion de Rosetas Ea en Celulas de
Medula Osea ( % ).

16 horas

11
- 8
8
]

48 horas

10
6
]

Promedio 8
d.e, 2
c.v. (%) 23

.3
KH

DESPROVISTA DE CELULAS MADURAS.

DETERMIANCION DEL PORCENTAJE DE ROSETAS FEA EN MEDULA OSEA

ENSAYOS A 16 Y 48 HORAS DESPUFRS

DE LA INOCUILACION INTRAPERITONEAL DE CASEINATO DE SODIO.
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Fe fué muy parecido al encontradocuando no se depletb la reserva
medular, no obstante las d.e. fueron sensiblemente menores. Estos
resultados nos llevan a pensar que la d.e. nos sirve como un parime
tro para detectar el estado de salud de los animales, en consecuen-
cia se tomaron ratones de la C-I1 para reconfirmar estos resultados
pero divididos en dos grupos, en el primero se inyectd como se des
cribi® anteriormente el caseinato de sodio y en el segundo grupo no

{control),

Nuestros resultados indican que la mé8dula depletada se comportd
en forma andloga a la C~I, con un 8% de promedio de rosetas y una
d.e. de 13 (tabla 6).

Con el nroposito de estudiar en ambas cepas de ratones el efecto
inductor del FcRI en médula 6sea depletada de c8lulas maduras, se -
procedif a incubar estas c8lulas durante 4 dias en presencia de --
los medios inductores 8E, MCM y medio condicionado de pulmbn (MCP).
Los resultados mostraron que el MCM fué el medio con mayor activi-
dad inductora, ya que se obtuvo un promedio de 18% en comparacién-
de 16% para SE y 11% para MCP.

Al igual que lo realizado en el caso de la determinacién de la
formaci6n de rosetas EA y EAC en m&dula 8sea, se evaluaron el nfme
ro de c@lulas que formaban rosetas con y sin los medios condiciona
dos, para calcular la capacidad inductora a la formacibén de nuevas
rosetas del PcRI contenido en ellos, Se encontr® que en ausencia -
de medio condicionado (tabla 7) habfan en promedio 54.5 X 10" —--
cBlulas con rosetas EA y que en tanto con SE como con MCM aumenta-
ron considerablemente a 310 y 190 X lO4 respectivamente.

Es claro que aunque el MCM resultbé tener mayor porcentaje de -
células con receptores para Fc, fu€ el SE el que result6 mis acti-
vo al inducir al mayor nfimero de c&lulas a formar dichos receptores,

esto es probablemente debido al MGI que contiene SE.



4% de Rosetas X de, €.¥.

Ratones Inyectados I, T, ['5' y, . § ¢

‘. 6;
Zz. a,3, %¢ (12 13

nsayos a
108

Tiempo Cero Ratones no Inyectados

11 7 60

T ¥ @
T ¢ &

NCP 28, 19, 11, 6, 6,

4 dias de Incubacion
Ratones Inyectados
16 howras.

“;tﬁii!' ! ’ ' ) ’ .

TABLA 6., DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE ROSETAS EA EN
MEDULA DESPROVISTA DE CELULAS MADURAS DE LA CEPA

C-I. ENSAYOS A TIEMPO CERO Y A 4 DIAS DE INCURBA-
CION EN PRESENCIA DE MEDIO INDUCTOR.
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Medios
SE

% de Rosctas ER
29, 20, 20, 19, 18, 18, 16, 9, 9,9, 3.

16

d.e.

N

2y, &, 20, 20, 18, 18, 10, 9.

18

Cont,

19, 16, 14, 10, 10, 9, 9, 8, 8, 5, 4, 2.

10

SE

& de JRosetas x 104

610, 609, 449, 410, 280, 252, 228, 224,
119, 185, 103.

10

180

38

M

300, 308, 230, 209, 164, 154, 90, 9.

190

83

43

Cont,

185, 112, 84, 72, 45, 44, 130, 24,
19, 13, 13.

9

22

%

TABLA 7, INDUCCION A LA FORMACION DFE RECEPTORES PARA FcC
EN CELULAS DE MEDULA OSEA DESPROVISTA DE CELULAS
MADURAS, MEDIANTE LA INOCULACION INTRAPERITONEAL

DE CASEINATO DE SODIO DURANTE 16 lIORAS.

Ly
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INDUCCION A LA FORMACION DE RECEPTORES Fc EN CELULAS DE LA
CAVIDAD PERITONEAL DE RATONES INYECTADOS CON CASEINATO DE SODIO,

Por Gltimo, con la finalidad de determinrar si las células madu~-
ras que migran a la cavidad peritoneal desde la m&dula 6sea, son sus
ceptibles de ser activadas por el FPcRI, se incubaron estas en pre--
sencia de MCM y MCP durante 4 dlas. Los resultados indican que en -
general las células no son inducibles, pues obtuvimos promedios muy
elevados con d.e. grandes y semejantes a los encontrados en ausen--

cia de medio inductor (tabla 8).

CINETICA DE PORMACION DE ROSETAS EA E INMUNOFAGOCITOSIS EN
MACROFAGOS MURINOS RESIDENTES DE LA CAVIDAD PERITONEAL.

Siendo que a lo largo de este trabajo, se ha encontrado que el
MCM es un buen inductor de receptores para la Fe en células mieloi-
des, se pens6 que puede existir un fenSmeno de autoinduccibn media
do por los monocito-macr6fagos. Para estudiar el fenfmeno de forma
cién de receptores Fc en funcibn del tiempo, se cultivaron 5 X 106
macr6fagos residentes de la cavidad peritoneal y el porcentaje de-
c8Blulas formadoras de rosetas EA fu# evaluade a los ¥, 1, 2, 4y 8
dfas. Se encontrd que el porcentaje de cflulas que formaban rosetas
EA aumentaba a medida que transcurria el tiempo de cultivo, llegan-
do a saturacibn aproximadamente a los 4 dias con un promedio de 73%

de células con receptores {tabla 9}.

Cabe hacer notar que en tiempo cero, ya habia células que porta
ban receptores para Fc {7%) y que a los 8 dias hubo un experimento

en ¢l cual se encontr6 un 90% de cBlulas capaces de formar rosetas.



HEDIO MCP MCH CONTROL

Ro%.egas 44 38 , 34
' 36 28

20
27 12

Fromedio 32 34 29

TABLA 8. INDUCCION A LA FORMACION DE RECEPTORES Fc EN
CELULAS DE LA CAVIDAD PERITONEAL DE RATONES INYEC-

TADOS CON CASEINATO DE S0ODIO.
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Romas l'agot(:;-;osw % Tofal = doe, c(..:i
A B A B A B
Y 18 @ @ | 10 4 T 4.2 60
1 19 20 ¢ 3 19 J 2 42| 19
2 22 22 K[’ 168 2 10 2 14.1] 30
9 190 46 67 24 (. B 49 6
8 4l 89 29 | 70 l 80 14.1 17

TABLA 9, CINETICA DE FORMACION DE ROSETAS EA E INMUNOFAGO-
CITOSIS EMN MACROFACOS MURINOSG RESIDENTES DE LA CAVI-
DAD PERITONEAL.
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Se advirti8 en el transcurso de los experimentos, que en ocasio
nes las c@lulas que formaban rosetas efectuaban una fagocitosis -
de los eritrocitos. Para evaluar el fenSmeno de inmunofagocitosis
en funcifn del tiempo de cultivo, se determind por separado el --
ntimero de macr6fagos que inicamente hicieron rosetas de aquellos-

que efectuaron fagocitosis,

Obtuvimos que existidé muy poca actividad inmunofagocitica antes
del segundo dia de cultivo, llegando a no detectarse en algunos ex
perimentos. La inmunofagocitosis aument8 hasta el cuarto dia de -
cultivo en donde se lleg§ a detectar hasta un 67% de c@élulas con-
al menos un eritrocito fagocitado (tabla 9), <in embargo la fagoci
tosis disminuy6 importantemente al octavo dia de cultivo, llegando
en una ocasifn a desaparecer completamente,

Es interesante hacer notar que al efectuar la suma de los por-
centajes de macrSfagos formadores de rosetas con aquellos que inmu
nofagocitaron, los valores seguian una cinética ascendente, lo cual
parece indicar que aunque existia una variabilidad en las células-
que podian fagocitar, hablia homogeneidad en el total de c&lulas con
receptores para Fc¢ (Figura 3).

CINETICA DE FORMACION DE RECEPTORES C3 E INMUNOFAGOCITOSIS
EN MACROFAGOS RESIDENTES DE LA CAVIDAD PERITONEAL,

Como los receptores para Cj} en'macréfagOS juegan tambi&n un pa-
pel muy importante en la defensa del organismo contra cuerpos ex-
trafios, se consider6 interesante efectuar experimentos similares a
los realizados para los receptores para Pc, utilizando macr8faqos
residentes y evaluando la aparicién de receptores para C3 a los -
0, 1, 2, 4, y 8 dias de cultivc.

Para llevar a cabo la evaluacifn de la actividad, se consider6
la suma del porcentaje de cé&lulas que formaron rosetas, con ague-

llas que fagocitaron a los eritrocitos. Se observa que a tiempo -
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ROSETAS C3 FAGICITOSIS | 7 101AL
() ()

BP. 4 B ¢ n B ¢ A_B
w1 813 23 | M WM
o122 9 26 17 | 5 38
9§ 6l 0137 | N
15 38 4 6 8 10 | 3 46
9 91 82 3 91 94

TABLA 10, CINETICA DE FORMACION DE RECEPTORES PARA C3 E IN-
MUNOFAGOCITOSIS EN MACROFACOS MURINOS RESIDENTES DE
LA CAVIDAD PERITONEAL.
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cero las células presentan una gran heterogeneidad de receptores -
para C3, siendo en un caso de 74% y en otro de 1% (tahla 10), No

s observS unitormidad en el incremento a la formacién de recepto-
res para C3 oen funcidn del tiempo, al octavo dia de cultivo se en-~
cuentra en uno de los experimentos 91% de células con receptores -
4y oen el otro (nicamente 9%. La inmunofagocitosis tampoco resul-
t6 sor homogénea, ya que a imedida gue transcurre el tiempo de cul-
tivo se ven valores tan altos como 70% al tercer dia y 82% al octa

vo dia, o bLien, muy bajos de 3% al octavo dia (tabla 10).

Al haber observado que en dos experimentos independientes el -
porcentaje de receptores para C3 de macrbéfagos peritoneales era -
altamente heterogéneo, se procedi6 a realizar un tercer experimen
to en el que la formaci8n de rosetas y la immunofagocitosis resul
taron ser nuovamecnte sumamente variables an cl tiompo de cultivo.-
El comportamiento tan variable de la inducecifin de receptores para
C3 en macr6fagos de cavidad peritoneal, no nos permite efectuar un
promedio para establecer un patrén de induccibn bien definido tal

y como se hizo para la induccifin de receptores para Pc (Fig. 4).

INCAPACIDAD DE LOS MACROFAGNS ALVEOLARES PARA PRODUCIR MGI
Y PARA AUTOINDUCIRSE A LA FORMACION DE RECEPTORES PARA Fc Y C3.

Una vez determinado que los macrSfagos residentes de la cavidad
peritoneal eran capaces de autoinducirse en casi un 100% in vitro
a la formacifn de receptores tanto para Fc como para C3, se pro--
cedib a cultivar macrdfagos alveolares para determinar si este com
portamiento es compartido por este tipo de fagocitos. Sin embargo
en nuestras condiciones de cultivo no se cbservé ningGn fenbmeno-
de autoinduccibn pues aln después de 4 dias de incubacibn, los ma

crétagos alveolares carecian de receptores Fc.

En trabajos anteriores se encontr6 que eristia una heterogenei-
dad en la produccibn de factores inductores dentro de los macréfa-
gns, pues solo los residentes de la cavidad peritoneal secretaban

al medio de cultivo FcRI y C3RI y no MGI, mientras que los induci-

54
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dos a dicha cavidad secretaban MGI y no FcRI y C3RI.

con el objeto de determinar si el MGI que se encuentra ahundan~
temente en el MCP, procedia de estos fagocitos incapaces de autoin
ducirse a la formacifn de rosetas EA, se produjo medio condiciona-
do por estas c&lulas (MCMA) y tanto por pulmones endot6xicos ento-

ros, como depletados de macrbfages alveolares.

Muestros resultados muestran que, mientras el MCP es un fuerte-
inductor a la proliferacifn al igqual que ol MCP Jdepletadn de ma- -

cr6faqos alveolares, el MCMA no jndujo aumento caelular dardo un re

56

sultado muy semejante al control sin medio condizionado (takla 1Ll).

Aungue el .promedio de activaclbn a la proliferacifn celular del
MCP fuf mayor al del MCP depletado de macrS8fagos alveolares, hay -
que advertir que en la mitad de los experimentos los valores son -
muy semejantes y que la otra mitad fu8 un poco menor, probhablemen-
te debido al efecto retardado y traumltico en la extraccibn de los
pulmones depletados de fagocitos, para la producciBn del medio con-

‘dicionado respectivao,
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d.e,

c.V.
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HCF

243, 223, 191, 105, 112, 108,

176

36

30

|
i

P

.~

243, 198, Ll@, 163, G4, 88,

135

69

00

HCHA

43

1

23

19, 17, 63, 38, 33, '8, 3¢, 10,

39

21

]

TABLA 11,

IRDUZCION A LA PROLIFEEACION DE CELULAS MIELOLIDES
MEDTANTE LA ADICION DE MEHTO CONLTCTIOUADO DE PULMON
ENTERO (MCP+), MEDTO CONDNICTONALO DRE PULRON DESPRO-
VISTO DE MACROFAGOS ALVEOLARES (MACP-) Y MEDIO CONDI-
CIONADO DE MACROPAGOS ALVEOLARES MCHMA) .
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4, DIGCUSION,

En el proceso de la diferenciaciébn de los macrbfagos, estos van
adyuiriendo caracteristicas que no presentan en estados mis inmadu
ros. En los pasos de diferenciacifn de promonocito a macrSfaqo ma-
duro, la presenzia Jde receptores para la porcifin o de La 1gG on
Lo mepbrana celular, va anmentando significativancnte desde los o
codee de promeomocite vy omonnacite, hasta las etapas Jde maerGfage ap-
sadnro oy nedure, Otre de Lo facsltades gue so dncrementan eon ol
croceso de diterenciacifn do esta linea celular ¢n la de fagoci---

=S5, wiende asimismo mixima en etapa de macrffago madurn (107).

La membrana de oflulas de la serie de los monocito-macrSfago tic
ne la capacidad de reconocer v unir el [ragmento Fo y C3 de ciertos
complejos immunes. Bajo condiciones in yvitro, esta unibn, aln con -
reguenas cantiiades de anticuerpos, puede activar importantes fun-
ciones celulares incluyendo la fagocit@isis y licsis de c€lulas blan~

0 cublertas con anticucerpos (108),

s de llamar la atencifn que los mismos macrbfagos participan -
tanto en la induccifn de receptores para Fe y C3 en los monocitos,
coemo on su proliferacidn (69) dando origen a un mecanismo de auto-
induccibn. Se considerd en consecuencia para este trabajo el estu-
Jis de los mecanisnos de autorreqgulacifn, para elle, con la finali-
Jad de averiguar ¢l comportamiento que siguen las cblulas de la --
médula O6sea en la formacibn de receptores Fe y €3, ante la accién
4o moléculas como 1o son el FeRI y C3R1, se hicieron experimentos
leando la mbdula de ratones provenientes de diferentes cepas co
la NMR-1, Ul y CD-1.

rara la induccifn a este tipo de receptores se cmplearon medios
ricos en estos tactores come 1o son el suero de ratones sometidos
a la accibn de endotfzinas, asl como el medio coundicionado por los

palmones de estos ratones, medio condicionado por macrbfagos resi-



sacdridos, ademds, tomando on consideracién gue en la méddula 6sea -
eiiste un tran nimero de cflulas diferenciadas potencialmente por-
taloras de receptores PFe oy €3 (107), se creyd pertinente tratar de
~luvinarvloes para efectuar los estudios de induccidn con una pobla=-

e froaltamente enriquecida de precursores indiferenciados. Para -

ells se utilizaron dos thenicas, una in vivo al Jdepletar a la m@du
Lo feca de su reserva leacositaria mediante la previa inoculacidn
1

leosnoarricaate en la cavidad peritoncal vy oetra in vitro al elimi-

iy el oerca o teda oBlula qne o weoadbe rjaoal sustrato de cultivo -

durante baocrinera Lovs Jde jneubioae Q85n,

Srra oo portadora Je o recoeptaores Feoy O30 os ool granulocito, -

1 Guen (109,

sresdo tas: cfn una eflula muy aobundantoe en la

oo se decidid alslavla para averjguar sl ez capaz de
seroanducii Lo opara estos recoplores v do esa manorg omnansarar la
actividad DL monocito. Tambibn so creyd pertinonte averiguar sobre
el fenbmaons le autoinduzeifin a la formacifn de receptores fo y C1 o=
en macr6fago:, Se utilizaron los fagocltos residentes de la cavi--
dad peritessal dada su £8cil colecta as? como su capacidad de nwdue
cifr a la fivmacifn de receptores o vy €3, Los pardmetros para la -
rnalizacibn le estos experimentos fueron el tiempo como wariable -
independiente y el porcentaje Jde rosetas EA vy EAC come variable de

rendiente, otreniéndose de esta manera la cin&tica de autoinduccibn,

Por otro lado, siendo que en nuestros resultados de induccibn de

receptores 'r v C3, entre otros medios se utilizd el MCP, el cual -

s de 'cFl contienc importantes cantidad de MGI y como el m2
crdfago tanbifn es una célula secretora de MGI y se encuentra abun-
tantement ¢ en el pulmbn, se decidi8 determinar si el macr&fago al-
veolar estabz implicado en ta produccibn de esta molécula en f{orma
semesante a1 eneontrado con macrdfagos inducidos a la cavidad pe-

ritopeal (1. .

Geoconniderd que al realizar los experimentos hasta aqui deseri
oo ne pudifze contribuir ol estudio de los mecanissos de induccidn
coautsinducei®n tanto de preliteracidn como de formacifn de recep-

tores inmuneifgicos en cflulas del sistema monoruclear fagocitico.
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Al determinar el nijvel de cllulas con receptores para Fc y C3

en m8dula 8sea, se obtuvo una gran variabilidad, aunque en promedio
el porcentaje de c@lulas formadoras de rosetas fué bajo, siendo un

poco mds elevado para C3 (9%) en comparacibn de Fc (6%). Sin embar

go, hay que notar que la desviaciBn estandard en ambos casos fué -

de aproximadamente la mitad del valor promedio, lo cual parece in-

dicar una gran heterogeneidad funcional en las c8lulas de la médula
Sseca de los ratones empleados. Esta variacién nos hizo pensar ya -~

sea que el estado general de los ratones no era 6ptimo, o bien, cuw
esta variacién fuera una caracteristica particular de la cepa con -
la que trabajamos. Para aclarar esto se hicieron experimentos emple
ando distintas cepas de ratones. Se encontrd que los ratones de la

cepa C-II eran aquellos que presentaban una d.e. menor en los dife-
rentes experimentos, probablemente debido a los cuidados intensivos
con los gue se les mantenia a estos ratones, siendo en consecuencia
evidente la importancia que representa el seleccionar cuidadosamen-
te la cepa de ensayo.

Debido a la diferencia en resultados observados con dos cepas -
CD~1 idénticas en donde se tuvo una mayor d.e. con la C-I que con
la C-II, siendo esta (ltima 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 méiodo, mediante el cual, se puede en forma sencilla -
averiguar el estado dé salud en que se encuentre alguna cepa de ra
tones y de esta manera ayudar a elegir los animales idSneos en expe
rimentaci6n de tipo inmunolégico.

En los experimentos de induccifn a la formacién de receptores pa
ra Fc, en células de médula 6sea, el medio condicionado que provo-
céd el mayor porcentaje de rosetas EA fué el MCM. Resalta el hecho-
de que el testigo sin inductor tuvo un porcentaje de inducci6n m&s
elevado que el obtenido con SE, esto haria a primera vista pensar-
que el SE carece de actividad inductora, sin ocmbargo, este. suero
contiene MGl y por lo tanto a la vez que induce a la formacifn de

receptores rFe, provoca la proliferacién de macrbfagos y granuloci-
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aandque en trabajos anteriores Jlii e demostrd gue ol macrdtage
re:idente de la cavidad peritoneal no produce MG, y que por tanto
no puede inducir a la proliferacibn celular, on nuestros resultadov
se cncontraron mis cBlulas que en los testigns., La posible explica
~ile se basaria on ¢l hecho de que el MCM al contener ademis de --
Feil diversos metdiolitos producidos por los macr6fagos de la cavi
dad peritoneal, evite el deterioro celular que se observa en el --

testigo.

Al depletar la mfdula 8sea de monocitos maduros al preincubarla
durante una hora y utilizando en los ensayos solo las cBlulas no
adherentes, se encontrS un descenso en cl porcentaje de rosetas pa
ra EA y EAC respecto a la mBdula total, sin embargo al cultivarla
por 4 dfas tanto en presencia como ausencia de FcRI, los porcenta-
jes obtenidos fueron similares prohablemente este efecto seu debi
do a que ocurre muerte de ctlulas de tipo granulocitico, lo cual-
haria aumentar mis lentamente el porcentaje de células con recepto
res o, o simplemente al hecho de que la depleci6én in vitro elimi-
ne a otro tipo de c&lulas importantes que puedan intervenir en cl

proceso de diferenciacifn estudiado.

La segunda técnica intentada para depletar a la médula 6sea de
rcélulas maduras y evitar alterar su composicibn fu& mediante la ex-
pulsion de la reserva de ¢élulas maduras al inyectar previamente -
un 1rritante en la cavidad peritoneal. En trabajos anteriores (112)
e encontrd gque a las 16 horas de haber inoculado el irritante ya
tabian migrado la mayoria de granulocitos de la médula Gsea a la -
cavidad perituncal, con lo cual se esperaria que la médula  quede

cars totalmente desproavicta de c@lulas maduras potencialmente por-
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tadoras de receptores Fc, Al evaluar el porcentaje de rosetas EA

en médula 6sea de ratones tratados 16 horas con caseinato de sodio,
se observ8 que si blen el porcentaje de rosetas es similar al en--
contrado en m8&dula de ratones sin tratamiento, la d.e. €5 mucho -

menor siendo en este caso de la cuarta parte del promedio en compa
racién de casi la mitad en médula total. Estos resultados indican
que la varjiabilidad tan grande encontrada entre los experimentos -
realizados con diferentes ratones, estf asociada més directamente a
las c@lulas maduras las cuales al migrar dejan en la médula una po

blacifn mis homogBnea.

Para tener una mayer eliminaciSn de cBlulas maduras, se hicieron
experimentos en los que se colectaron las c8lulas de la m&dula 44-
horas despus de la inyeccibn de caseinato de sodio intraperitoneal,
pensando en que con este tiempo tambi&n se depletaba de la médula
un nmero importante de monocitos maduros. Los resultados fueron -
muy semejantes a los hallados con 16 horas, lo cual hace pensar -~
que la cé&lula que provoca las fluctuaciones en los valores de rose-
tas en mddula 6sea total sea el granulocito. Entonces para estudiar
la posible heterogeneidad de los granulocitos se utilizaron aque~---
llos que migraron a la cavidad peritoneal despu#s del estimulo con
cascinato de sodio, siendo sometidas a ensayos de induccibn a la -
formacifn de receptores para Fc. Se encontrS que estas c8lulas no -
eran inducibles por el FcRI. Lo anterior se puede explicar si se -
consjidera que las céflalas gue migran son maduras y portadoras de -
receptores para Fc y que ademis carecen, por su nlicleo aberrante,

de la capacidad de sintesis de receptores membranales.

Ahora bien, si al depletar las c&lulas maduras de médula 6sea -
portadoras de receptores Fc obtuvimos una poblacién homog&nea res-
pecto a la inducci6én de receptores Fc, entonces al utilizar a log -
ratones de las C-1 y C~1I, depletarlos de células maduras y someter
los a ensayos de induccibn por accién del FcRI, se esperaria encon-
trar resultados muy semejantes, en cfecto se obtuvieron resultados
similares, lo cual nos da la posibilidad de trabajar con médula --

6sea afin on ratones mantenidos con poco cuidado. Al medir el porcen



taje de cé&lulas peritoneales tanto con receptores para Fc, como ap-
tas para inmunofagocitar, se observ6 que la suma de estos fenbme--
nos fué& ascendente en funcibn del tiempo de cultivo en ausencia de
medio inductor, lo cual indica la existencia de un fen8meno de zu-
toinduccibn., El hecho de haber obtenido un 7% de receptores para -
Fc en los macr6fagos residentes antes de su incubacifn, puede si:-
nificar que el ratbn no estaba er Sptimas condiciones de galud, -
bien, ser debido a un fenbmeno normal de vigilancia inmunolégica

ya cque puede ser que estas c@lulas presenten receptores fc¢ para el
cago de suscitarse un ataque a la integridad del animal. Es coviden-
te que el fenbmeno de autoinducci®fn a la formacién de receptores ¥z
pucde ser muy Gtil, ya que en casz de haber una infeccibn ze conta-

r& con una poblacifén de macr6faqgos inmunol6gicamente actives,

Como el macr&6fago es el responsable de la produccifn de los corm-
ponentes del sistema del complemento, y a la vez desarrolla recer-
tores para el componente C3hb de este sistema, se crey® convenient2
realizar experimentos similares a los anteriormente descritos para
detectar la posible autoinduccifin z la formacifn de receptures para
C3. En este caso, se encontrd tamb:8&n una cinBtica ascendernte al -
realizar la suma de fagocitosis cor el porcentaje de rosetas forzma-
das, sin embargo, en los 3 experirentos realizados por separado, 2
hubo cinéticas de autoinduccifn semejantes, Nuevamente cabe la po-
sibilidad de que esta variaciones tan amplias fueran debidas a la =~
heterogeneidad en receptores de las c8lulas de cavidad peritoneal,
posiblemente asociado a las condiciones en que se mantuvieron a 1los

ratones.

Este fenSmeno de autoinduccifn a la formacifn de receptores en -
macr6fagos parece no ser compartido por todo tipo de fagocito, ya-
que en este trabajo no se detect8 ningln fenfmeno de este tipo cua:n
se utilizaron macrf8faqos alveolares. En trabajos anteriores se ha--
bia mostrado que existe una especie de colaboraci6én entre los diver

SO

Py

i tipos de Pagocitos que se encontraban en los tejidos, por ejen
plo los macr6fagos residentes de la cavidad peritoneal producfan -

los factores FcRl y C3RI, pero eran incapaces de secretar MGI, Pov
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otro lado, los racr8fagos elicitados a dicha cavidad secretaban MGI
pero carecian. de la capacidad de producir FcRI y CIRI (110). Esta
cualidad nos hizo pensar que probablemente el macr8faqo alveolar

pudiése tener la propiedad de producir MGl y ser en consecuencia la
tuente de este Zactor encontrado en el MCP. Sin embargo, nuestros -

resultados indicaron gque el medio condicionadn de macrSane: alooo:

lures no contens M51, as? cumo el pulindn desprovisto mediante |-

vado de estos mreer3tages continuaba produciendo tal molésula .
. noopocoany cstar sesuros deoapre el macr Sago o ao e
o dtute Phn G MG en el palundng, va gque tasio s
oy siveolares oy osoria conyventonte el determs

cate fOROmON0 v atros Pagositns exostentes en o en teido pultoaa.

Seohn liegade a postalar (1130 que el masrHiage alveolar sea de J

1

tints origen al e de los macvbfaygons del orgqanisms, aunque os

clare que se recuiore de mayor exporimentacidn para aclarar este -
vrobiena; ¢l comportamiento diferente de este fagocito deserito en

el presente trabajo, puede sor debido a este origen distinto,
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que la desviacién estandard disminuyd notablemente. Podemos darnos
cuenta entonces que esta t€enica logra una poblacién celular mis -
homogénea en su estado de diferenciacifn y capaz de ser inducida a
la formacibn de receptores Fc.

Siendo que la deplecibn de la m&dula Bsea aumentS la homogenei-
dad de ctlulas respecto a receptores para Fc y teniendo en cuenta
que por lo general el granulocito es aquel que migra a la cavidad
peritoneal en experimentos de deplecidén de la mé&dula, se asocld a
este tipo celular la gran heterogeneidad normalmente encontrada en
la mé&dula Ssea murina. Esta suposiciBn fué corroborada al encontrar
en este trabajo que los granulocites encontrados durante el proceso
inflamatorio de deplecifn en la cavidad peritoneal, tenian una gran
heterogeneidad respecto a la formacién de rosetas EA,

Por otra parte, los macr6fagos residentes de la cavidad perito-
neal al ser incubados, mostraron porcentajes ascendentes en la for-
macién de rosetas EA y EAC en funcién del tiempo, lo cual es indi-
cio de un fenbSmeno de autoinduccién a la formacifn de receptores -
para Fc y C3, Suponemos qué tal induccidn es provocada por la pro-
duceibn in vitro de FcRI y C3RI por parte de los mismos macréfagos.

Esta suposicién es apoyada por el hecho de que los macréfagos re
sidentes han sido identificados como productores de estos factores-
(69) . Es claro que la ‘produccién en grandes cantidades de estas mo-
léculas podria llevar a la aplicacibn terap8utica en individuos que
necesitaran de un aumento de FcRI y C3RI para un mejor funcionamien
to de su sistema inmune.

Como en este trabajo también era de interes el establecer si exis
te heterogeneidad funcional entre fagocitos residentes en diferen-
tes tejidos, se evalud la capacidad de los macré6fagos alveolaraes
para producir MGI, teniendo como antecedente que los residentes de
la cavidad peritoneal producen FcRI y C3RI y no MGI, mientras que-
los inducidos a dicha cavidad producen MGI y no FcRI y C3R1. Se en-

contr6 que los macr6fagos alveolares no producian MGI, lo cual hace
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hace suponer que estas c@lulas pueden tener un origen diferente al
de los demfis macrftagos, Sin embargo es necesario realizar estudios
para averiyuar el origen de esta c€lula, ast como cual es la respon
sable de la produccidn de MGI en el pulmbn, e indagar el papel que
desempena el macréfago alveolar en la regulacifn de la respuesta

lnmunae.

Este trabajo aporta conocimientos sobre el proceso de diferencia
¢ibn de las cBlulas del sistema mononuclear fagocitico, sin embar-
10 no se cuenta con la suficiente informaciSn para comprender los-
mecanismos que originan las diferencias funcionales entre los fago-
citos, e¢on cuanto a la produccifén de factores como el MGI, FcRI y -

C3R1, as? como su significado biolégico.
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APENDTICES,

APENDICE 1.

MEDIO MINIMO ESENCIAL DE EAGLE
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Este medio se wtilizd para mantener a los cultivos celularcs on

condiciones normales in vitro. Bl medio estd constituido de los si-

guicentes componentes gquimicos.

AMTNOACIDOS

L-Arginina
L-Cistinag
L-Glutamina
Glicina
L-Histidina HCl.HZO
L-Tsoleucina
L-Leucing
L-Lisina.luCl
IL.-Met jonina
L-renilalanina
L-Serina
L-Treconina

L-Tript6fano

L-Tirosina (Sal Disédica)

L-valina

VITAMINAS

D-Ca Pantotenato
Cloruro de Colina

Acido Félico

CONCERTRACION
(g /1)

84.0
G2, 57
584.0
30.0
42.0
105.0
105.0
l46.0
Jjo.o0
66.0
42,0
95,0
16.0
104.2
94.0
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Inositol 7.2

Nicotinamida 4.0

piridozal .HCL 4,0

Rib:iflavina 0.4

Tiamina 4.0

SALLES TNORGANICAS

Clordrs de Calcio Antiidro 200.0

NMitrats de Hierro I11 Nonhidratado .1

Clovure de Potasio 400.0

Sulrato de Magnesio Anhidro 97.67
Cloruro de dodio 640Q.0

Fosfato MonosSdico Monohidratagd 125.0

OTROS COMPURSTQS

L-Glurosa 4500.0
Rojo Fernol 15.0

Mediante agitacién se diluye el nmedio en polvo, se adicionan --
3.7 q/1 de bicarbonato de sodic, ssTmisnmo se agregan antibifiticos:
Penicilina G 100 U/ml y Estrep< - icina 100 mcg/ml. Posteriormente
se atora a un volumen de 1000 il y se agita hasta disolver el polvo
procurando no sobreagivar., El p# del medio se ajusta a 6.9 y sc -
filtra con filtros Millipore (Millipore, U, S. A.) con un tamano -
de poro de 22 micras, Finalmentae ¢l medio se almacena a 4°C hasta

el momento de su uso.
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APENDICE 2,
SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS
Esta soluciBn se us8 para mantener a las c8lulas, en condiciones

fisiol6gicas estables durante pericdos cortos. La capacidad amorti-
guadora es proporcionada por las sales de fosfato.

SALLES CONCENTRACION
(g/1)
Cloruro de Sodio 8,0
Cloruro de potasio 0.2
Fosfato Monodcido de Sodio 2,16
Fosfato Difcido de Potasio 0.2

Se diluyen las sales en 900 ml de agua bidestilada; en seguida
s¢ afor8 a un volumen final de 1000 ml y esta solucién se ajustd
a un pil de 7.2 a 7.4. Se procedid a esterilizar la solucién uti-
lizdndose filtros de membrana (Millipore, U, S. A,) con un difme-
tro de poro de 22 micras.

Finalmente la solucifn se almacend a una temperatura de 4°C has
ta el momento de su uso,

‘
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APENDICE 3
SOLUCION DE ALSEVER

Esta solucibn permite mantener a los eritrocitos de carnero en
condiciones estables por largo tiempo, aproximadamente 30 dias,
a2 una temperatura de 4°C, La f6rmula dada es una modificacif6n de

la férmula original de Alsever.

Compuestos Concentracibn
(g/1)
Dextrosa 20.5
Citrato de Sodio Dihidratado 8.0
Acido Citrico Monohidratado 0.55
Cloruro de Sodio 4.2

En 900 ml de agua destilada se disolvieron suscesivamente cada
una de las sustancias, posteriormente se aford a un volumen de -
1000 ml, La solucifn se ajustdé a un pH de 6,1 y se esterilizé -
en autoclave. Finalmente se guard§ a una temperatura de 4°C hasta
su uso, Esta solucibn se utilizd para colocar los eritrocitos de

carnero en una proporcifn de 1:1.
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