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CINWI'ICA CELULAR,

La cinética celular es l: rama de la biologfa celulsr -
que estucdia los hechos dinémicos del crecimiento, declina -
cién, movimiento y control de la poblicibén celulaor y del ci-
clo celular, difercnciéndose profundamente de los hechos mor
folbégicos o descrintivos,

Ll concepto del ciclo celular introducido nor YWintrohe-
(1) es decisivo nara la comnrensidn del desarrollo de los -
tejidos tumornlecs,

il ciclo celular sc define como el intervalo entre el -
punto medio de la mitosis de una célula y el punto medio de-
la mitosis siwuiente de le misma célula (17,18) Fige 1,

kn el ciclo celular se nueden identificor cuutfo fases:
mitosis (M), fase 1 (Gy), sintesis de LNA (8) y fase 2 (Gp)=
loa mitosis se pucde aprecisr con el microscopio electrénico-
y la fase S con nutorradiosraffa, pero tanto G; como Gy, Gue
no pueden demostrarse directamente, se identifican como in -
tervalos antes o desoués de la mitosis y de la sintesis de -
DNi,

La fage Gy es el tiempo que transcurre desde ¢l final -
de la mitosis hasta ¢ue empieza la si{ntesis de DNa, Ln estu—
fase la célule elabora las sustancias precisas para desurro;
llar la funcién'a aue estl destinada., Un aspecto fundamental
es la iniciacién de la sintesis de proteinas y de KNA pare -
posibilitar el trénsito de G; a S,

La fase S se inicia cuando, la célula es capaz de sinte



tizar DNA, Aquf se rcalizan los siguicntes combios: replica-
cién de la cromatina, sfntesis de histonas parc asegurar la-
continuidad penética,

La fase Gp sirve para que la célula sintetice Las wole-
culas de RNA,

La fase M presenta una serie de cambios rdpidos de la -
membrana nuclear, la coudensacibn de la cromatina nuclear y-

canbios diversos en lo sunerficie celular,
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oumento de RNA,

lncremente deo )ronluo.
PERIODO. S

ESQUEMA DEL CICLO CELULAR DE CELULAS EUCARIONTES

Abrevietures: P: profese periedos S
Mz metefose o,
A= enefase G2

Tz telofese

Por otro lado, se¢ reportan tres tipos fundamentales de-

comportamiento celular (2):



a. Células ciclicas, que se dividen continuamente.

b, Células en reposo (Go), hen abandonado el ciclo ce
lular pero pueden ser estimulades para la sintesis
de DNA y la mitosis,

c. Células no divisibles. Lstas han abandonado el ci-
clo celular de un modo definitivo,

Las células de los comportamientos a) y b) se dividen -
en células troncales y células no troncales, segin sean o no
capaces de mantener la iﬁtegridad v 1la continuidad de cual -
Guier tejido celular,

Un aspecto decisivo para comprender el crecimicnto de -
los tejidos y su homeostasis denende c¢e los tipos celulares—

que se han reportado (8,9,11).

Células troncales Células , Células
maduras funcionales
Las caracter{sticas que'se reportan de las células -
troncales son las siguientes: son capaces de proporcionar -
células diferenciadas y células maduras, Estas son capaces -
de autorreproducirse y asegurar la diferenciacidn de las es-
tirpes celulares y su maduraciém, IEn ellas se pueden encon -
trar las posibilidades entre un tejido normal y uno neoplé -
sico,
Las células maduras, se encuentran en el momento de ad-
guirir las caracterfisticas propias de las células funciona -
les, éstas ya han alcanzado todas las caracteri{sticas que -

las hacen aptas para adaptarse y responder a los requerimien
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tos funcionales propios del tejido a que pertenecen.

Por medio de la produccidn de células los tejidos aumen
tan su tamaiio, pero los rcquerimentos generales homeostiti =
cos exigen que ocurra la destruccién celular pertinente para

mantener el equilibrio tisular. (11,12),

CULTIVUO CELULAR

El éxito mis notable en el campo de la diferenciacién -
celular fué la introduccidén de los cultivos de tejidos. Con-
estas técnicas se ha iogrado el aislamiento de lineas celula
res individuales de los tejidos linfoide y hematopoyético, -
as{ como la diferenciacién de varios estados de desarrollo =-
de células precursoras de estos tejidos (3), se han estudia=
ldo, los mecanismos de inmunidad in vitro (4,5), se han ana =
lizado la interaccidén de células de diferentes tejicdos y =
otro factor que aumenta su utilidad es su importancia en -
los estudios sobre transformacién de las células troncales,-

en células no troncales 6 malignas, etc,

ANTECEDENTES S0Bick CULTIVLO CELULAR

Aunque los cultivos de tejidos hematopoyético se infen- .
taron desde 1885 por Wilhelm Roux, que empled solucién sali-
na como medio y placa medular de cmbrién de pollo, fueron -
Burrow y Carrel, los que crearon lineas célulares que fueron
mantenidas por 34 afios introduciendo as{ el cultivo de teji- .

do en el campo experimental,

Y



Al principio, los cultivos de tgjidos se hacian suspen-
diendo fragmentos de los tejidos en los medios nutritivoé.
Muchas de las células de esos fragmentos sobrevivian y algu-
nas hasta proliferaban, Estos cultivos tenfan la veuntaja de-
que podian mantenerse por periodos;largos y el inconveniente
de gque era imposible observar el efecto individual o fenfme=~
nos que sufrfan las células al diferenciarse.

Las modificaciones que se les hicieron se refieren a -
que los pequerios fragmentos se fijaron sobre la pared de los
tubos por medio de plasma coagulado sobre ellos (cultivo de=-
"monocapa" Carrel 1923) y de esta manera se pudieron ver die
rectamente al microscopio las célules gue se desarrollan a =
partir del fragmento, asf{ como efectos citopéticos,

Fue Enders quien introduce la técnica del tambor rotato
rio, Los tambores giran lentumente y de estec modo los frag -
mentos qdedan, durante unos minutos, sumergidos en el liqui-
do nutritivo y luego, durante un tiempo semejante, quedan -
fuera de &1, (11).

En técnicas mhs modernas se utilizan células tripsiniza
das, Log tejidos normales tomados de 6rganos humanos o de -
animales, se tratan con substancias disgregativas como la -
t?iééina, que seporan a las células (fAcilmente) del tejido-
conjuntivo., Este método permite aprovechar una mayor canti -
dad de células més uniforme, a mhs de que se puede precisar-
su n(mero. Las célﬁlas as{ obtenidas se pueden hacer crecer-

en cultivos primarios, Es decir, directamente después de la-
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tripsinizacién, pero hay circunstancias en las que convie
ne tomar los cultivos que esten creciendo acfiVamente y divi
dirlos en varios cultivos secundarios o subcultivos, No im =
portando el método que se utilice, el objeto es poder obte -
ner en forma rezular un udmero suficiente de células que ~
crezcan en la pared de los recipientes, (11,12,16),

LINiBAS SEMICONTINUAS Lk CELULAS,

De los cultivos primarios y de los secundarios se pue =
den hacer subcultivos por varias pgeneraciones, Al principio,
dichas generaciones conservan el cariotipﬁ cromosbmico, es ~
decir, los caracteri{sticas genéticas del tejido original,.(6)

A veces, las células diploides humenas retienen su sen=-
-sibilidad durante muchos pases, aunque después mueren, Son -
células que pueden dar lugar, durante su fase de crecimien -
to logaritmico, a grandes cantidades de células que se pue -
deniconservar a una temperatura de =70°C y luego ser utili -
zadas,
| Tras‘la repeticién de muchos pases, las células pierden
su caracteristicé diploide y se transforman en heteroploides

es decir gue tienen nimeros desiguales de cromosomas, y al -

sufrir este cambio se altera también su sensibilided. (7,10)
LINEAS CUNTINUAS DE CELULAS

Es relativamente f8cil cultivar indefinidamente lineas-

continuas de células mediante subcultivos,
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~ Com varias de estas lineas ham venido haciendo subculti
vos por un buen uniimero de aiios, Son células heteroploides, y
aunque algunas de ellas se originaron a partir de 6rganos -
normales, han adquirido después las caracteristicas de las -
células malignas, lo que hace que nunca se empleen en la pre
paracién de vacunas etc. Entre las lineas m&s conocidas, las
denominadas lleLa, Hkp2 y KB, se originaron a partir de tumo-
res malignos, kntre las procedentes de tejidos normales, la-
l{nea L de Earle de ratén, la KB de riién de conejo y la =
LLCMK2 de rifién de momwo. (8,9,10,13).

MisDIOS bk CULTIVU

Existen medios maturales (suero, plasma, colhgena, lin-
fa, sangre, suero placentario, l{quido ammiético, lfquido -
ascitico, 1{quido pleural, humor acuoso ), y otros extractos
de tejidos y medios artificiales como son: las soluciones sa
linas (Ringer 14), que sonvlas aﬂn comunmente nsadas para =
qu; las células permanézcan en ellas por unos minutos‘(cuan-
do son "lavadas"), que soh isoténicas e impiden cambibs brus
cos de pH como 1a empleada de Hanks (1946) y de Dulbecgo -
(1954) que es una solucibén salina émortiguada de fosfato o =
"pBS" (apéndice), hasta el que provee los componentes esen -

ciales como es el desarrollado por Lagle (1955) que contie -

ne aminobcidos, vitaminas, glucosa como fuente de energia
y rojo fenol como indicador de pH (apéndice),

Es usual la combinacién de medios sintéticos con medios
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naturales, por ejempio, medios esencialés a los cuales se le
adiciona suero en proporciones vsriables (15), esto es para—
" que crezcah normalmente, pués no se han-determinado ciertos-
factores especfficos, A los medios de cultivo se ailaden en -
porcentajes variables, mds usualmente a los tejidos de mam{-
feros, sueros de caballo, becerro y de humano (14).
| CARACTLERISTICAS DE LUS MEDIUS Dk CULTIVO
A, Factores ambientales:

1. Temperatura, Para células de mamiferos se usa en-
tre 37 y 38.5°C. Sobreviven pocas células por arriba de ese=-
valor, pero por debajb de este rango las células resiéten me
jor,

2, Presién Osmética. A 38°C, entre 6 y 7 atm, estf -
determinada bAsicamente por sales y secundariamente por mo -
léculas como la glucosa, Las células pearecen resistir bien -
los cambios del orden del 10%, sobre todo si son lentos,

3., pH, El rango de supervivencia es entre 6,6 y 7.8~
El 6ptimo es entre 7.2 y 7.4. |

4. Iones inorgénicos. Ademis de los involucrados en-
la presi6n osmbtice y el pH, destacan: Na®, k*, ca™, Mgt

“,Co,Po4. '

S5« Metabolitos,

a) Esenciales: carbohidratos, gases disueltos, =
aminoAcidos, vitaminas, protefnas.

b) Suplementarios: aminolcidos, vitaminas, coenzi
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mas, nucleétidos, péptidos,

6. HHormonas y otros factores especi{ficos.

7. Matri{z de crecimiento, Los sustratos son bidimen-
slonales o bien hay crecimiento en suspensién, ya que en cé-
lulas in vitro no hay fuerzas de orientacién (11,14,19).

El metabolismo de células en cultivo es similar al de -
las células in situ en animales (17,18,19) los caminos ener-
géticos son la via de la glicblisis y el ciclo de Krebs, Den
tro del metabolismo de las protefnas, se conocen 12 aminolci
dos esenciales (17) los restantes son sintetizados por tran-
saminacién, desaminacidén hidrolitica o desaminacidén oxidati-
va, |

Los lfpidos y &cidos nucleicos son usados del medio, si

éstos se proveen en &1 (11, 14),
FULNTES INDUCTORAS DIi LA DIFERENCIACION CLELULAR

En el estudio de la hematopoyesis se ha investigado con
amplitud la formacién de colonias de granulocitos y macréfa-
gos a partir de tejidos hematopoyéticos de mamfferos en agar
Yy en medios semisolidos (4,5,20,21), Estas células requieren
la presencia de una sustancia inductora‘conocida en la lite-
ratura como Colony Stimulating Factor, (CSF) (6,7,22,23), Co
lony Stimulating Activity, (CSA) (5,24,25), Macrophage and -
Granulocyte Inducer (MGI) (26,27,28) gue probablemente tienc
relacién estrecha con el .llamado Macrophage Growth‘Factor, -

MGF (23). La sustencia inductora MGI, es‘indispensable para-
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la diferenciacibén in vitro, y se cree que juega el papel de-
regulador fisiolégico in vivo: tanto en animales como en el-

howbre (5).

PRODUCCION DE MGI.

Las diferentes fuentes de MGIs se resumen en la tabla 1
Se ha utilizado frecuentemente medio condicionado de fibro -
blasto embrionales (29), explantes primarios de tejidos (35,
21,25,30), o lineas celulares establecidas (25), En general-
los fibroblastos, como células primarias o como lineas celu-
lores establecidas, proveen las mejores y mls convenientes -
fuentes de MGI en medios condicionados (23), Se han realiza-
do "extracciones" directas en muchos tejidos de ratéu para =
revelar actividad de MGI endégena, entre ellos: timo, médu =
la 6sea, bazo, higado, pulmébn, cerebro, testficulos (29), en-
contrendo actividad diferenciadora marginal o no encontrando
‘ninguna en absoluto. En contraste, Sheridan (6,22) encontré-~
cantidades extraibles de MGI en glindula submoxilar de rato-
nes machos, pulmbén, timo, riién, nédﬁlos lintiticos, pan ==
creas y médula 6sea; pero encontraron fuentes pobres de MGI-
en cerebro, corazbén, intestino delgado, testfculos, misculo-
esquelético, sangre entera y suero normal. Bradley et al (29
mostraron que el pulmbn, fitero, placenta, membranas fetales,
misculo esquelético, corazbn y vejiga, mostraron niveles al-
tos de MGI mientras que cerebro, glhndula salival, higado, -

riinén adulto, testiculos, piel, timo, bazo o gléndulas adre-
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nales casi nq}tenian actividad diferenciadora.

El suero de ratonmes ha mostrado actividad diferenciado-
ra bajo ciertas condiciones (31), También se ha demostrado -
la presencia de MGI en suero humano, tanto en individuos nor
males como leucémicos (32), Otra fuente potente de MGI es la
orina de retén (33) y la humana (34). Esta filtima ha sido -
usada para la estimulacién de cultivos de médula 6sea de ra-
tén, También los leucocitos de songre periférica puede pro -
ducir MGI (24,35),

Otra fuente importante de MGI desarrollada filtimamente,
es el medio condicionado proveniente de lineas celulares tu-
morales humanas (36) y murinas (25), la tabla 2 muestra la -
produccidén de MGI por varias de estas lineas.

Una de las fuentes mis importantes de MGI resulta de -
la activacién con endotoxinas de tejidos o lineas celulares-
in vitro (37,38), y otra activacién de la regién peritoneal-
de ratones, Este es el caso de suero de ratém (37), bulmones
(225 células peritoneales (5), linfocitos (6). Entre las en-
dotoxinas se encuentran los lipopolisaclridos de bacterias -
Gramm-negativas, Conocida como LPS, que.produce una amplia -
variedad de efectos farmacolbgicos y téxicos en muchos teji-
Hos, que semejan cambios ocurridos durante ciertas infeccio-
nes bacterianas (39), ademhs de evocar la produccién de an -
ticuerpos espec{ficos (40). Los estudios quimicos de LPS de-

rivados de Salmonella, Escherichia y Shigella entre otros, -

han proporcionado la estructura detallada de estos compues =
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tos, revelando que posee una regién polisacérida formada con
los antigenos O-especificos y el "nficleo" y una regién 1li -
pidica llamada l{pido A (41),

Los granulocitos neutréfilos y monocitos estén involu -
crados en la resistencisa contra infecciones, y en consecuen-
cia se han hecho estudios sobre el efecto de la endotoxina -
en el nivel y actividad proliferativa de las poblaciomnes pre
cursoras de granulocitos y macréfagos, y se ha visto que pro
ducen una elevocidén en los niveles de MGI (2,7),

Ademhs de la elevacifn de los niveles de MGI por in —-
yeccibn de LPS en ratones, se ha encontrado un aumento simi-
lar en los cultivos in vitro (5,6,7). En l{neas leucémicas =
mieloides la incubacibén de éstas con LPS induce la diferen -
ciscién de éstas células hacia granulocitos, diferenciaci6n-
que va ecompaiada de una secrecidn elevoda de‘NGIV(25,42).
kn la tobla 2 se muestra el efecto de la incubacibén de 1{ -

neas tumorales con LPS sobre su produccién de MGI,
PURTFICACION Y CARACTEKIZACION LE MGI

liste factor ha sido parcialmente purificado y caractcri
zado en muchas de las fuentes antes descritqs. S5in embargo -
el proceso-de purificacién de la molécula ha presentado difi
cultades debido a su aparenté heterogeneidad en peso molecu-
lar j'propiedades quimicas (17,36,43,44), Se ha senalado que
es posible que se requieran diferentes MGIs para la forma -

cién de varias subpoblaciones de células hematopoyéticas, -
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existiendo por una parte aquellas que tienen una respucsta -
aritmética con respecto a la dosis y que promueven la forma-
cién de colonias de macréfagos: y otras con una respuesta -
logarftmica, estimulando el crecimiento de granulocitos neu-
tréfilos y macr6fagos. Sin embargo se ha sugerido (32) que -
el estimulador es finico y que la diferente respuesta esté -

en funcidn de la dosis.
METOGLOS Dl PURIFICACION Dkl MGI,

Se han utilizado procedimientos de diflisis,liofiliza

cidén y evaporacidén en vacfo sin pérdida aparente de activi

dad del MGI (34,24), Se ha ‘encontrado que la respuesta del
medio condicionado aumenta después de la diflisis debido a =-
la eliminacién de sustancias inhibitorias,

La filtraciGn con gelés ha sido usada tanto para carac-
terizor como para purificar medios condicionados contenien -
do MGI (24,30,31,34,36,43,44). La cromatograffa de inter -
cambio iénico ha demostrado tambiém su utilidad para la pu =
rificacién de MGI (24;34,44,45) aunque el pico de actividad-
bidlégicu tiende a ser amplio y la gounancia de actividad ba-
ja (44).

Diversas técnicas, revelan la presencia de varias pro -
tefinas diferenciadoras, con pesos moleculares muy distintos,
variando desde los muy bajos, de 1 300 daltones (46) y 5000-
(34) hasta pésos mayores de 100 000 Daltones (30,47).

~
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Se ha purificudo MGI de orina humana (34), con un peso
molecular de 45 000 a 60 000 Daltones., Landau y Sachs (48) -
han purificado MGI de una linea clonada de fibroblasto de ra
tén, con un peso molecular de 70 000 Daltones, Watsom y Pi-
chard (49) a partir de linea tumoral JLS=V5 obtuvo un peso -
de 75 000 Daltones, Burguess (45) lo purificéd de medio de -
pulmén de ratém con un peso aproximado de 30 000 Daltones.
Fojo (47), utilizando medio condicionado de pulmén humano -
reporta dos pesos distinto, de 200 000 Daltones y de 40 000~
Daltones,

Las wnropiedodes quimicas de los purificados parciales -
tombién parecen ser diferentes (34,43,44,24), listas diferen-
cias pueden deberse tanto a diferencias funcionales como -

a condicioncs inadecuadas de cultivo.
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TABLA 1, FUENTES DE OBTENCION DI MGI

MLLIO CONDICIUNADLO

Fibroblastos embriona
rios (48)

Fibroblastos trausfor
mados por SV40 (25, ~
48)

Fibroblastos transfor
mados esponténecos

Células de rinén (23)

fulmén de ratones (23)

Linfocitos estimula -
dos por mitdgenos

Leucocitos de sangre -
periferica (23)

Macréfagos peritonea -
les (5)

Células 313 (23).
Células L (23)
Placenta humana
Células de bazo de ra-
tén estimuladas con mi
tégeno

Células tumorales mono
cigicas humanas (36,

25

Célulns tumorales mono

cfticas murinas (25) -

EXTRACTUS TI5ULARES

Gl&ndula salival
(29)

Rinén adulto (6,31)
Bazo (29)

Utero grévido (6)
Pulmén {29)

’lacenta (23)

Liguido de ascitis
(23)

Exudado perztoneal
(23)

OPRAS FUENDES

Suero normnl
(32)

sSuero con ene-
dotoxinas -
(37)

Suero leucémi-
co (32)

Urina humana
(33)

Orina murina
(33)
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TABLA 2, PRUDUCCION LSPUNTANEA o INLDUCIDA DL MGI ruiRk
LINEAS CLLULARES TUMOURILES (a)

Linea Celular Produccién de MGl Produccidén de MGI
Ksponténea (b) con LPS (c)
pielomonocifticas
WitI~3 121 £ 8 10

Macréfagas

PUS=1.8 0 88
P388L1 o 78
J774 0 56
RAW264 o 6
Mastocitomas
P813 0 ’ 0
Mesoteliomas ”
BALTNMs201 68 L 4 -
Fibrosarcomas
" L929 96 % 2 -
Fibroblastos medulares
JLSV9 160 ¥ 11 -
JLSV9=RLY 170 £ 7 -
Linfomas-T
EL4 0 0
549 0 0
RBL-5 o o
P1798 0 0
F22 ,WC-2 0 0
CUNLINUA



TABLA 2, CUNTINUACIUN

Lfnea Celular Produccidn de MGI Produccidém de MGI
Esponténea (b) con LPS (c)

BALENTLS 0 ' 0

BwW5147 0 0
Mielomas

P3 -0 0

MoPC315 | 0 0
Linfomas o |

RBL-3 140 16 126

L1210 24 L 2 92

8 0 57

RAW309,1 o 0

C1498 0 0

ABPL1 0 ] )

aBPL2 0 0

a, Segin Ralph, Broxmeyer, Malcolm, Moore, Nakoinz (25)

b. Colonias por 77.5 X 10* células de médula ésea de ratén -

estimuladas por .1 ml de sobrenadante de las lineas celu-
lares, en 1 ml cultivos en agar, Los cultivos de lfneas -

5 células/ml, colec-

colulares fueron iniciados con 2 X 10
tando los sobrenadantesvcuando los cultivos alcanzaban -
105 células/ml, El nGmero de colonias es la media més/me-

nos el error standard,
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c. 1 meg/ml de LPS, incubzsdo con las linces celulares por 3=
dfas, La solucibn control con endotoxina no tuvo efecto -

sobre las células de médula 6sea.
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RECEPTORES Dl MEMBRANA,

Los receptores superficiales son de importancia obvia =
para la actividad bioldgica de los leucocitos. Se han iden -
tificado receptores para la porcién Fc de la IgG, receptores
para el complemento y receptores no especfficos (50),

La funcidén de los receptores superficiales en los leu =
cocitos consiste aparentemente eu incrementar la respuesta -
inmune celular. Estudios morfoldgicos recientes de las inte-
racciones macréfago-linfocitos en la respuesta inmune a un -
antigeno dado, proveen una oportunidad para poder apreciar -
las correlaciones en la estructura y funcidn para estos re -
ceptores de membrana (50),

Un macréfago activado, se obtiene mediante la inyeccidn
de un‘irritante extraiio, generalmente en la cavidad perito -
neal del animal (51). El macréfago activoado es capaz de in -
crementar su capacidad microbicida (52), que trae como con -
secuencia; un aumento en las siguientes funciones: en la en-
docitosis (53,54,55), en la expansién y adherencia (54,56) ,
de la citotoxicidad (60,61,62), en la actividad para proli -
ferar in vitro (63,64), en las enzimas 1lisosomales (65), en
la capacidad de ingerir EC (54,55) en su volumen celular -
(58,66 ,67), en su actividad quimiotfictica (58,66) y en el me
tabolismo de la glucosa (69,70), y una disminucién de la ac-
tividad de la 5'Nucleotidasa en la membrana (54,59).
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Sin embargo no todos los agentes utilizados para la ace=
tivacibn de los macrbéfagos producen los efectos arriba men -
cionados (70,60),

Las inmunoglobulinas unidas a bacterias, han mostrado -
selectividad a la adherencia y fagocitosis elevando la -
accién bactericidad del macréfago (71,72,73).

El papel de los anticuerpos en la medicidn selectiva de
la fagocitosis, depende de la unibn o de la resién del anti-
cuerpo para reconocer el sitio, o el receptor sobre la mem -
brana del mecréfaso., adenbs las IgG aparentemente enlaza in-
muno espec{ficcmente a los microorgonismos a través de la -
porcidn variable de sus regioncs lab y la unidn a la sﬁper -
ficie del macréfago por medio dcl segmento lc (74,75);

Los receptores para las IgG son importontes pura com =
batir infecciones parasitarias (76,77).

Adembs de su funcién en la eliminacibn de agentes extra
nos, los receptores de superficie para lg_inmunoglobulinas -
(receptores Fkc), aparentemente funcionan en la eliminacién -
fisiolégica de los eritrocitos viejos por medio de los macré
fagos (78), Lstos eritrocitos son opsonizados por inmunoglo-
bulinas autblogas in situ, promoviendo consecuentemente la -
fazocitosis por macréfazos heplticos y esplénicos (79,80,81)

Los receptores para Fc son comunmente demostrados por -
medio dg la técnica de formacién de rosetas eritrocitarias .
Cuando los eritrocitos son cuhbiertos con anticuerpos (kEA), =

que se¢ unen a la superficie del leucocito, dan luger a 10 =
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que se ha denominado rosetas (82),

La actividad para receptores bfc, se puede considerar -
cue existe cuando tres o mis eritrocitos se adhieren a la -
membrana del leucocito,

Existen otras técuicas menos comines para la valoracidn
de estos receptores, y pucden ser detectados indirectamente-
con fluoresceinatos de anticuerpos (83), o por wmedio de ra -
dioisétopos (84,85,86),

La afinidad de los macréfasos por complejos con antige=-
nos formados por la IgG hs sido caracterizada, lo cue indica
que los enluces dependen sobre un receptor con un nfimero fi-
‘nito de sitios activos,

Los complejos inmuncs se combinan was évidamente, POSi=
blemente porque ofrecen un nGmero adicional de receptores k¢
por complejo molecular (87,88,89), o porgue ellos inducen =
cambios conformacionales en los componentes del Fc (90,91),

Un macr6fago presenta sobre su superficie de 10° a 106
receptores Fc, La regeneracién o conservacibn selectiva de -
estos receptores después de la unién con complejos inmunes ,
puede ser un fenbémeno que esté en relacibén al tamafio, 0 a la
cantidad total del material iungerido (92).

Los factores del complemento tienen una funcibén inpor -
tante en la eliminacién selectiva de los patégenos invasores
por medio de los macr6fagos, de igual forma la adherencia -
secuencial de los productos del complemento a partir del ter

" cer componente, dan lugar a una mayor susceptibilidad a la -
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ingestién por estas células (93). La importancia biolégica -
de este sistema, es evidente en aquellos pacientes con una -
deficiencia hereditaria o con metabolismo ahormal del factor
del complemento C,. Estos pacientes son susceptibles a in -
fecciones bacterianas recurrentes (94,95), que ordinariamen-
te pueden ser controladas por los fagocitos en presencia de-
suero normal (96). La importancia del complemento o de los -
receptores para Fc, en el incremento del poder bactericida -
de los fagocitos polimorfonucleares ha sido demostrada in -
vitro (97,98).

Es posible que los receptores para el complemento, regu
len la inhibicién de la migracién de los macréfacos por endo
toxinas (99), ksta influencia podrfa ser efectuada por facto
res que se sabe son generados por el complement6 y el siste=
ma de coagulacién sanguinea y los cuales pueden actuer sobre
la membfana plasmitica para inducir la activacifén de los ma-
créfagos (55),

La actividad de los receptores para el complemento, ha-
sido también demostrada por la técnica de rosetas, utilizan-
do para este fin EA més un suero como fuente de complemento
(100).

Se sabe que los eritrocitos recubiertos con IgM son in-
capaces de unirse a los macréfagos, pero cuando estos eritro
citos son incubsdos en presencia de un componente del comple
mento o suero fresco, dan lugar a esta unién (93,101).

Los métodos de enlace para el C; han sido aplicados en-



el estudio de neoplasiass linfoides (102), que evaluan 1a €5
pecificidad para los receptores del macréfago por el comple-
mento,

Los receptores del complemento, juegan un papel impor =
tante en el incremento de la endocitosis mediada por los re-
ceptores para Fc (103), Adewhs los polimorfonucleares, mono-
citos y macréfazos peritoneales inducidos con gel de almidén
(104,105), inzieren EA mbés eficientemente en prescncia de -
complemento a concentraciones limitades de anticuerpos, apa-
rentemente tal incremcnto es una propiedad que curacteriza -
generalmente la gctividod superficial de los fagocitos,

La secuencia de maduracibén de las célulos hematopoyéti-
cas ha sido caracterizada trudicionalmente por una serie de=
cambios notorios en la morfologfa de las células. 5in embar-
go, muy poco ha sido hecho para definir la diferenciacidn de
los leucocitos sobre la base de la adquisicibu de receptores
sobre la wmembrana celular, ya que la célula madre conforme -
se diferencia, va adquiriendofdiferentes marcadores (106),

Los mcrcadores y receptores de superficie, han probado-
ser de gran valor a este respecto, pero hasta la fecha muy ~
pocos estudios gue utilicen la presencia de morcedores par -
ticulares de membrana en el proceso de difegénciacidn celu -
lar (107).

Himerling et al (108), son los pioncros de este campo =
y han mostrado que hay un distinto orden de aparicién de re-

ceptores o marcadores de membrana durante la diferenciacién-
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de linfocitos "T" y "B", Adembés, los estudios hechos sobre -
cultivds de leucocitos de tipo leucémico y normal de médula-
6sea, han indicado la aparicién de marcadores, o receptores~
del complewento C, y de la porcibn Fc de la IgG, dichos as ~
pectos pueden estar {ntimamente relacionados con el proceso-
de diferenciacién celular (109).

La expresi6n incompleta de marcadores en cultivo de neu
trofilos, presenta un bloqueo en su diferenciacidén, este -
bloqueo selectivo puede deberse a la insuficiente concentra-
cién del factor inductor de la diferenciacibn: }MNGI. Por lo =
tanto es posible que el MGI esté limitando sus efectos en la
primera semana de cultivo, impidiendo la completa expresibn-
de los receptores de membrana, For lo que se puede pensar, =
en una correlacién entre la maduracifn morfoldgica y la ex -
presién de los marcadores celulares,

Lotem (110) determinbé que esta secuencia podfa ser uti-
lizada para definir los estados de maduracién que no siempre
son obvios cuando se relacionan los cambios en la apariencia
morfoldgica. ‘

‘totem y Rabellino (111), dividen la relacién entre los
marcadores o los sitios receptores con el proceso de modura-
cibén morfolégica en seis fases: Fase 1l: no hay presencia de-
receptores (mieloblasto y promielocito), Fase 2: presencia -
de receptores para Fc (de mielocitos hasta polimorfonuclea -

res), Fase 3: aumento de receptores para Fc y presencia de -
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sitios para el complemento (,, Fase 4: presencia de recepto-
res para Fc y Co, lase 5; aparicifén de los primeros marcado-
res para el complewento ) (neutréfilos maduros y monocitos)
Fase 6: presencia de receptores para kc y Cj en macréfazos =
activados,

Se ha demostrado que el MGI parcialmente purificado, -
induce la formacién de célulos morfolégicamente maduras, pe-
ro sin receptores para I'c y Cg (112), dewmostrando de esta -
forma que existe una u.olécula diferente al }NGI que es lu in-
ductora a la formacién de receptores para ¥c y C; en células

de médula bésea.
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FISIOLOGIA DEL RINON.

La nefrona., Los rifiones, que en su conjunto constituyen
el 0.5 por 100 de todo el peso corporal, reciben el 20 por -
100 del consumo cardfaco, Cada dfa pasan aproximadamente -
1, 500 litros de sangre a través de los riiiones, 150 litros-
penetran cada dfa por los tGbulos contorneados proximales -
como orina potencial y se producen 1,5 litros de orina en el
adulto metabolicamente estable, La unidad funcional de la ac
tividad renal es la nefrona, de las cuales cada riiion contige
ne aproximadamente 1.5 millones. Comprendidos dentro de la -
nefrona estén el asa capilar glomerular, el tidbulo contornea
do proximal, el asa de Henle, el tiibulo contorneado distal y
el conducto colector, que se une con los demfis conductos pa-
ra alcanzar en Gltima instancia a la pelvis renal,

Funcibén clomelar, El flujo sanguineo glomelar es regu-

lado por las arteriolas aferentes (preglomerular) y eferen =
tes (posglomerular). La funcién principal del asa capilar -
glomerular es la filtréciéu, por medio de la cual los lfqui-
dos y solutos asociados abandonan el torrente circulatorio -
para formar parte de la orina, La presién de filtracién, el-
empuje que expele lfiquido de la luz capilar, es la suma neta
de la presidém hidrostfitica dirigida hacia fuera y la presib6n
osmética coloidal dirigida hacia dentro, Los niveles de pro-
tefna séricea son los que determinan principalmente la pre -

sién osmbtica, mientras que los cambios en la constriccién -
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arteriolar regulan la presién hidrostética intracapilar,
Después de abandonar la luz del capilar, el filtrado a=
traviesa la masa de elementos celulares y acelulures que per
miten pasar a los solutos del plasma pero que privan el paso
.a las moléculas mas grandes, particularmente las protefnas,
Normalmente penetran el filtrado pequenas cantidades de las-
protefnas plasmbticos mds pequenias, La hemoglobina, Gue cs -
una molécula compacta esférica, puede pasar fécilmente el «
filtro, pero su presencia en el plasma es anormal, Cuando =

la nresién hidrostfética es excepcionalmente a2lta, pueden -

penetrar cantidades anormales de proteinas en el filtrado,
y lo mismo sucede si existe lesidén del endotelio, membrana -
basal o estructuras epiteliales que constituyen la barrera -
fi{sica, o si existen en el plasma moléculas proteicas excep-
cionalmente pequerias de cualquier origen,

k1l tabulo proximal, Los 150 litros de filtrado que pe -

netran en el téibulo contorneado contienen mds de 1 kg de clo
ruro de sodio e innumerables constituyentes mbhs, Mientras -
atraviesa el tiibulo contorneado proximal, la "preorina" pier
de del 80 al 85 por 100 de sus aguas y sales, y virtualmente
todos sus azficares, aminodcidos y protefnas, Las células --
epiteliales que cubren este segmento consumen energia en la-
reabsorcibn de sodio; el agua y el cloruro acompaiian pasiva-
mente hacia la circulacién general al sodio reabsorbido., Es-
ta porcién de la regulacibn de sal y agua no responde 8l —=

cambio de los estfimulos fisiolégicos y su regulacién final -
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se produce més distaluente,

El asa de llenle, La recuperacibn de lfquido y electréli

tos en el tdibulo contorneado proximal reduce el volumen por-
minuto del contenido tubular de 120 ml a 20 ml, pero una ~=-
excrecién a este ritmo produciria adn 29 litros de orina al-
dfa, Cuando el lfquido tubular penetra cn el asa de llenle -
es isoosmético con el plasma (aprox., 300 mUsm/L) § el asa -
desciende dentro de la médula renal, donde el liquido inters
ticial es intensamente hiperténico, Ll agva y los electroli-
tos se mueven entre la luz tubular y el lfquido intersticial
en una serie de relaciones complejas conbcidas como multi =
plicacién contracorricnte de concentracibn, bLespués de su -
paso a través del aso de Henle,‘el l{quido gue penetra en el
tGbulo contorneado distal es hipotéunico con relacibén al 1{ -
quido intersticial concentrado situado por fuera del tébulo,

El tidbulo contorneado distal, kn el tdbulo contorneado-

distal y conductores colectares se produce el ajuste, del -
volumen y composicién eiectrolitica de la orina, La hormona-
antidiurética controla el volumen de excrecién vaoriando la -
interaccién entre el contenido tubular diluidﬁ y el liquido~-
intersticial concentrado, Cuando estf presente la hormona -
antidiurética, la parecd de estos seguentos se hace permeable
al arua sin soluto, Desde el 1lfqguido intersticial el agua -~
retorna a la circulacién, conservando de esta manera el agua
corporal y dejando una orina bastante concentrada. Sin hormo

na antidiurética, las paredes se oponen al movimiento hidri-
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co, el liquido tubular permanece h;potdnico Y se excretan -
grandes cantidades de orina dilufda,

Tanto el tibulo contornesdo proximal como distal parti-
cipan en la regulacién &cido-base y del ibén potasio, kn el -
tdbulo proximal se extraen potasio y bicarbownato del filtra-
do, en tanto que aumenta el conteﬁido de hidrogeniones del -
lifquido tubular, El epitelio del tébulo proximal regenera -
iénes de bicarbonato y los restaura a la circulacién con -
iénes de sodio. En el tibulo distal el epitelio regula la -
excrecién de hidrogeniones y potasio; mientras que el'orga -
nismo manteunga un equilibrio metabdlico aproximado, estos -
ibnes. se excretan de una manera aproximadamente rec{proca.
El exceso de hidrogeniones se excreta combinindolo con amo -
nfaco (para formar ibénes de amonfaco) o con amortiguadores -
filtrados tales como HPO,™ .

Cuando aumenta la excrecién de H® la concentracién uri-
naria de K* disminuye, Si las reservas orgénicas de potasio-
estén reducidas, se conservari K' y se excretar4 H*, Esto -
puede ocurrir aunque el estfmulo para la deplecién de K¥ con
duzca a la alcalosis generalizada, de forma que la orina pue
da ser, paradojicamente, &4cida en presencia de una alcalosis

corporal total (113).
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GENLERALIDADIS Db ORINA

El examen gencral de orina incluye ld observacifén del -
color, concentracién, pH de orina, conjuntamente con el exa-
men microscépico de los elementos formes y la investigacidén-
de elementos patoldgicamente significativos que no existen -
normalmente, tales como glucosa, protefna, sangre, cuerpos =
cetbénicos y pigmentos biliares (121),

El pH de la orina, El pH normal es ligeramente &cido, -

aproximadamente de 6, cuando se consume una dieta normal de-
residuos 4cidos, Los limites de variacib6n de pH son de -
4,5 hasta cerca de 9, Cuando existe una funcifn renal ade =
cuada, el pH de la orina tiende a reflejar el pll del plasma,

Color, La orina normal varfa en color del amarillo pali
do al amarillo intenso dependiendo de la concentracién de -
los solutos, Aunque generalmente transparente, la orina puee
de hacerse turbia cuando se le deja curante cierto tiempo, -
0 si los uratos precipitan en la orina &cida o los fosfatos-
precipitan a un pH alcalino. El cambio patoldgico significa-
tiv6 més frecuente del color es el resultado de la presencia
de sangre productos de degradacién de la hemoglobina o bili-
rrubina y sus metabolitos.

Protefnas, Una excrecién protefca superior a 150 mg al-
dfa casi siempre es significativa, La proteina mbs frecuente
es la albfmina, La albuminuria indica, frecuentemente, una -

permeabilidad glomerular anormal debida bien a enfermedad -
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glomerular intrinseca bien a modificaciomnes en la presién --
sangufnea, como hipertensién y anormalidad de las venas re--
nales,

Cuerpos cetfnicos, Si los tejidos necesitan agotar las-

reservas disponibles de glucosa, la combustidn de las gra --
sas sustituye a la glucosa como fuente de energia., Como el -
metabolismo de las grasas, en condiciones patoldégicas, no es
completo, se acumulan metabolitos intermedios como son los -
cuerpos cetbdnicos que se excretan en la orina, Los cuerpos =
ceténicos encontrados en la orina son el &cido beta-hidroxi-
butfrico, el Acido acetoacético y la acetona,

Examen microscépico del sedimento, L1 sedimento urina -

rio qgue contiene células y otros elementos formes counstitu -
ye una muestra directa de la morfologfias del tracto urinario,
Los elementos que aparecen son los glébulos rojos, los glé -
bulos blancos, las células epiteliales, los cilindros,

Cristales. La mayorf{a de los cristales o sustancias -
amorfas tienen poco significado clinico, Los cristales se ha
cen importantes en algunos transtornos del metabolismo de -
los aminolcidos, particularmente de la cistina, leucina o =
tirosina,

Los hallazpos més frecuentes en el sedimento urinario -
son los uratos cristalinos o amorfos, el oxalato de calcfo -
y los fosfatos cristalinos o amorfos. La bilirrubina y el -
colesterol pueden aparecer ocasionalmente como cristales -

urinarios,
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: FUNDAMENTACION DE La BLECCIUN bLilL TisMa

Se ha descrito la existencia de un factor, que induce a
la formacién in vitro de sitios receptores para Fc (FeRl) en
células de médula ésea de ratdn, El factor se encontrbé en me
dio condicionado obtenido de la linea leucémica de tipo ma -
créfago WR19.,M,1, la cual fue estimuluda con lipopolisocéri-

do (LPS) provenientes de la bacteria 5almonella typhosa, Bl-

neso molecular del [FeRI obtenido fue de 1G 000 daltones y =
con un pH isoeléctrico de 7.4,

Bl Fch presenté caracterf{sticas de tipo protefnico, al
ser una molécula termolébil y susceptible a la accibn enzi -
wdtica de la tripsina,

Las moléculas con peso moleculur de meunos de 60 000 dal
tunes, estén por debajo del limite de corte de la filtracién
glomerular dei rifion humano, por lo que es posible que el -«
factor (FcRI) sea eliminudo en la orina, es de esperarse que
también se encuentre en diversas fuentes de origen murino -
(suero endotéxico, medio condicionado, etc), en consecuencia
es posible determinar el FcRI’en diversos medios de origen -
murino y encontrarlo en la orina humana por la semejanza con

los factores de diferenciacidn celular,
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PLANTEAMIENTO DL PROBLIMA

Se desea obtener una fuente rica en el factor ¥Fei{l, pa-
ra proceder a su purificacién, y en un futuro al estudio bé-
sico de la molécula y su posible aplicacifén diagnéstica y =
terapéutica. |

para ello se determinar& el nivel del Fekl en diversas-
fuentes murinas, se compararh con el nivel detectado ¢n ori-
na humana, y se procederid a efectuar una purificacién par --

cial a partir del mejor medio.
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OUBJLTIVUS

Cbtener diversas fuentes (suero normal, leucémico y en -
dotéxico etc.) de orimen murino, con actividad biolégi -~
co de FciI,

Identificar el factor (l'eRI) en las diversas fuentes an-
teriores,

Caracterizar el Fcil, determinando su peso molecular y -
su punto isoeléctrico, en las fuentes murinus, en que se
haya encontrado, | |

Identificar el factor (FecRI) en orina humana.
Caracterizar el Feill en orina humana determinaddo sSu peé-
so molecular, punto isoeléctrico as{ como que tipo de -
proteina es, |
Purificacién parcial del factor (FcRI) en la fuente que-

presente mayor rendimiento.
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HIPOTESIS

Dado que la molécula de FCRI ha sido detectada en un me
dio de origenm murino junto com otros factores de diferencia-
cibn, se esperarfa que en otros medios condicionados del mis
mo, también se encuentre el FcRI,

Asimismo, dado que el factor presenta un peso molecular
de alrededor de 16 000 daltones, esperamos encountrarlo en la

orina humana.

a2



MaTEUIALES Y  MRTODOS

43




l.-
2o

w

4.~
5.-

9.-'

100"
11.—
12,=

13,-
14."'
15.~

16 ad

17.-
18,~
19.-
20,-
2l.-

MATERIAL Y bk UIPU

Agitador Magnético

Ahuja esteril desecha-
ble

Autoclave

Balanza Analitica
Balanza 01

Bafio térmico con Agi--

tador
Bulbos para pipeta

Cajas de Yetri de Plés
tico ‘

S.4, 12533
Centrifuga BECKMAN TJ~=6
Centrifuga Refrigerada DBnCKMAN J«G (6000 rpm)
Cronbémetro General Lklectric 881
kk'spAtula de Acero |
inoxidable SULINuX 76 cm.
Espectrofotémetro BECKMAN IR=-4260
Hemocitémetro - SUPERIOR Tiefe 0.100 mm.
Incubadora Forma Scientific 3157 .
Liofilisador S. P, D6805
Matraces aforados RYREX 5641
Matraz erienmeyer' PYRIX ' 4980
Matraz Kitasato (2000ml)PYiiX 5340
Mechero HANAV Touch-o-Matic
Medid;r de Conductividad BECKMAN Type RC-16C
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MarCa . MUDELO

MaGNESTIR 1250

Yalk 20 X 32 nm
(1 1/4)

IMMSA AV3860

METTLLER H54 AR

Scientific

Products 31302-1

Lindberg 53166

BELLCU GLadbING 122541111
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22.'-
23.-

25.-
26.—

27 .-
28,~
29~
30,~
3l.=
32,-
33.=
34,-

384~
39.-
40.-

Microscopio

Microscopio Invertido
Papel Parafilm "M"
Parrilla con agitador

Magnético

Pipetas de precisidn

Pipetas graduadas
Pipetas ~Pasteur
Porta objetos
Potencidmetro
Probetas graduadas
Refrigerador
itesirculador

Soporte

MakCA
eldd

American
Uptical

American
Company

American
Optical

Scientific

P’roducts
BELLCC
BECKMAN
MADE S.A,
BECKMAN
KiMax
RLUCO
MGW LAUDA

Scientific

Products

Termbmetro (=20 a 110°C) Fisher

Tubos de ensaye

Scientific

L
PYREX

Tubos para ultracentri -

fuga
Ultracentrifuga
Vasos de precipitado

Volt=QClM=Milliamneter

BECKMAN

- BECKMAN

PYREX
62 S.P.
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Standard 14
1810

06830

2156

87025~1
(10X0,2ml)
4771

26 X 76 nm,
3500
20024
ULT3584
K2R

C5950=1
14-9868
9820

326815
L5-65

100 y 1000 ml.
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MATERIAL BIOLOGICO

LINiEa CELULAR, La lfnea celular de tipo leucémico en --
estudio fue la WRl9m.,l con caracteristicas fagociticas, se -
cretora de lisozima, de etiologfa viral (proporcionada por -
el Dr, Jay Unkeless de Rockefeller University New York U.S5.A

MLDIU CUNDICLONADU. (M,C.). Para obtener el wedio condi
cionado donde se encontraba la pnrotefna difercnciadora MGI -
y el FcRI, se estimulé a las células de la linea leucémica -
con 10 ug/ml de lipopolisachrido (LPS) proveniemte de la bac

teria Salmonella typhosa (Difco U,S.i), el M.Ce se ohtuvo =~

de manera estéril en fracciones de 5 ml, hasta colectar un -
volumen de 500 ml.

CELULAS INDIVLRENCIALAS. La fuente de células indiferen
ciadas fue, la médula ésea de ratones de la cepa Cu-1 de am-
bos sexos de 6 a 8 semanas de edad, adembs se ewpleb suero -
de éstos,

ERITROCITOUS DE CARNIRO. Los eritrocitos se obtienen de-
carﬁeros machos sanos sangrados en forma aséptica, vertidos-
en solucién de Alsever en proporciénm 1l:1,

INMUNOGLOBULINAS G (IgG). Se usé inmunoglobulina G (Cor
dis labs. U.S.A,)., Se empleé en una dilucibén 1:100, se di -
lufan 10 microlitros de ésta en 16 ml de SAF,.para a1 empleo

Se emplebé ademfs orina de origen humano, recogida des -
pués de que se dejé escapar el flujo inicial y mantenida en-

congelacibén hasta su empleo.
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METOLOS Y TLCNICAS I

METUDOS Y TECNICAS EMULEaDaS EN LA CARACTEiTaaCIUN
DL FACYUR INDUCTUR LE La FORMACION D SITIUS

JECEPTURLS LEL Fe LN CELULAS LE MBLULa

 USEA (FeRI)
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MLTULUS
TECNICAS BIOWIMECAS

PROCELDIMIENTU DL SR ARACIUN BASALUS EN bBL Pibuy
MOLLCUL ALK

LIALISIS,.

En nuestro caso por los antecedentes bioguimicos del «
FCRI se empled un amortigusdor THIS—HCL 75 niM a un pH de 7.7
a una temperatura de 49¢c y cinco ml de },C, fueron dializa -
dos con agitacidn continua y se observé que parte de la ac -
tividad del Fcil se perdfa, En consecuencia, se dializé en -
un saco de celofén benzoiledo (corte de 2,000 daltones apro-

ximadamente),

CHRONMATUGRAMTA LN COLUMNA CUN SEPHADLEX G50

Para determinar el peso molecular del FeRYI se utilizé -
una columna de Sephadex G-50 para pesos moleculares de —
1,500 a 30,000 daltones, le eleccién de esta columna se hizo
bas&ndose en los resultados de la diplisis anterior; se pa -
saron por la columna 5 ml del M.C, dializado previamente en-
celofln benzoilado y se eluye con TRIS=HCl 75 mM a pH 7.7,

La preparacién del gel es de la siguiente maunera, el -
gel se puede hinchar en el amortiguador TRIS-UCL 75 mM a un
pll de 7,7 durante 3 horas a una temperatura de 92°C, 0 se -

deja remojando toda una noche, después de esto se empéca la-
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columna K 9/11 (Pharmacia Fine Chemical Suecia). Se lava el-
gel con la soluci 6n amortiduadora a un flujo de 4 cm/hora,
Se calibra la columna con protefna de peso molecular -
conocido, (Inhibidor de Tripsina 20,000 Da,, mioglobina —w-
17,300 ba, y la lisozima 14,200 Da,), ademés se emplea azul=-

de dextrano para calcular el volumen de exclusién, (121),

PRUCEDIMIENTO DiE SEPARACIUN BASaADU LN La
CARGA LLECTRICA,

Las propiedades caracteristicas 4cido-blsicas de las --
proteinas permiten la separacién y el anflisis de mezclas de
éstas, utilizando las técnicas de clectroenfoque isoeléetri
¢co & cormatozruffia de intercambio ibnico., Debido a que el -
FeRI y el MGI provienen del mismo medio condicionado, para -
diferenciarlos considcrando que son dos protefinas diferentes
esperamos que tuvieran diferente pll, por lo cual se procedid
a determinar su pH isoeléctrico, conociendo éste, se podria-
purificar el Fcil mediante una cromatozraffa de intercambio-
ibénico, y a la vez se diferenciarfa el FcRI del MGI del M.C.

de la linea Leucémica WR19 M,1.

ELLCYT ROENFOQUE

El electroenfoque fué de tipo preparativo en capa grue-

sa (0.5 cm. espesor de la cama) con Sephadex G-75, se coloca
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habfa eliminado las sales y el indicador de pll del wmedio =~
ktagle (rojo fenol), haciéndole pasar por una columna de G-50
de esta cromatograffa las fraccciones que contenian protefna
detectada a 280 nM sumaron 115 ml los cuales se concentraron
por ventilacidén a 15 ml en un soco de celof&n benzoilado, &1
rango de pill utiliz«do en este electroenfocue fue con anfoli-
nas de 3 a 10, el pll se determind directamente en la cama y-
las fracciones se diluyeron con 3 ml de ¢85S, los filtrados -

se mantuvieron a 4°C hasta cfectuar el ensayo hiolésico,

DRTIMINACLUN bl rhou MuLiCULat bl IFeRY
POR ULTRACLNTIIFUGACLIUN

Norméndonos por el objetivo de curacterizar ¢l ekl y -
-6on la finalidad de obtener otra estimacibn de su peso mole-
cular‘por una técunica diferente a la de cromatograffa, se =
procedib a determinar éste por medio de ultracentrifugacifn,
Sé emplearon unicomente las fracciones del electroenfoque =
previo con actividaod de MGI ( pll 5.1 ) y FcRI (pH 7.6 ) =
10 ul, de cada una,

5e empled un gradiente formado con sacarosa de 0,5 % a
28 % disuelto en TRIS 40 mM, pll 7,25 a 5°C, el gradiente -
fue lineal preparado de acuerdo al procedimiento Martih y -
Ames (116), en un formedor de gradiente Beckman, Cinco mili-
111tros de la solucién gradiente y problemas, se centrifuga -

. ron a 65,000 rpm durante 18 horas a 5°C, en tubos de nitrato

50



de celulosa con un rotor SW-65 (Beckman Instruments, Palo -
Alto, Calif, Al termino de la centrifugacidn se perfor6 el -
fondo de los tubos y se colectaron 32 fracciones cn gotas de
25 microlitros cads una, Posteriormente coda fraccién fue dji
lufda a 500 wicrolitros para poder determinar su absorbancia
a 280 nM para cuantificar las protefnas en general y a 410nM
para las hemoprotefnas. Para evaluar a la lisozima se eupleb
el ensayo biolbgico enzimitico., (verlo mas wodelante),

Los estaundar internos emplendos fueron 10 ug de lisozi-
ma, 10 ug de mioglobina, media hemoglobina humans y 10 ug -
de ovoalbimina, todos diluidos en amortimuador TRIS-IICL, -
plii 7.25 a 5°C,

Los problemss 10 ul de las fracciones con actividad -

FcRI y MGI.
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TECNICAS LESPLECTRUMUTOMETRICAS PAlA DETLERMINAUCLUN

Di. PROTILINAS

Las siguientes técnicas que se describen més adelante -
‘como son: el bétodo de Lowry, Método de Bradford y la deter-
minacién bioldgica de la lisozima, se emplearon para preci -
sar las fracciones en que aparecian los notrones internos -

en las cromatografias,

MiTOLU Uiy LOWRY MUDIFICHLUU PARA DETEIMINAR PRUTISINAS .
(0.05 mg A 0,02 mg
( 124 )

7 Este método se basa en la preseucia de tirosina y trip-

‘tofano en las protefnas. Los reactivos son: Solucidn A, e—=

NaOH (0.1N) conteniendo NagCU3 al 2 %, Solucidn 3, CuSU4q al

L % (refrigerar). Solucibn C, Tartrato de sodio y potasio al

2% (refrigerado). Solucibn b, Reactivo de lFolin-Cicalteu di-

luido 2:1 con agua déstilada recien preparada,

Método:

1;- a) Mezclar 1 ml de la solucibén B con 1 ml de la solucién
C, agitar y aforar a 25 ml con la solucibn A, agitar-
perfectamente,

b) Megclar 1 ml de Folin-Cicalteu en 0,5 ml de agua,

24~ Curva Patrén. De una solucidén de albdmina hovina 1 mg/ml
en agua, tomar 0,5,10,15,20,30 microlitros, que corres -
ponden a 0,5,10,15,20 y 30 wicrogramos de alblmina, En -

cada cnso completar a 50 microlitros con agua adicionan-
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do 50,45,40,35,30 y 20 microlitros de agua.

3e~ Problema: Adicionar a cada tubo 3 coucentraciones cre -
cientes de protefna (entre 5 y 30 microgramos), comple -
tar a 50 microlitros con egsua,

4.~ Después de completar la curva patrén y los problemas -—-
adicionar 1 ml de la mezcla de las soluciones A+B4C y =
agitar en vortex perfectamente,

Se~ Dejar renosnr 10 min, a temperatura ambiente y cdicionar
50 microlitros a cado tubo de la dilucidén de l'olin -
Cicolteu, agitando cada tubo inmediatamente en el vortex

6.~ Dejar reposar 10 min, a temperatura ambiente y leer en -
¢l esnectrofétometro a 540 nm, usando como blanco ¢l tu-
bo ndmero 1 de la curva patrén, sin albimina. (124)..

MuivbU DE iAot POLLEFICALU PAKA
LETLMINAL PRUTIINA
Este es un método répido y muy sensible para el micro -
vénélisis se basa en la absorcidén mhxima (595um), de una so -
lucién 4cida de Coomassie Brillisnt Blue G-250, cuando se =
une 2 una protefna. Los reactivos son los siguientes: el -

Coomassie brilliant blue G=-250 (100 mg), se disuelve en 50 -

ml de etanol (95 %), 2 esta solucidén se le agregan 100 ml de

fcido fosfOrico y se disuelve perfectamente,

El ensayo se realizbé de la siguiente forma: se coloca -
ban 100 ul de muestra en la cubeta y se anadfan 2,5 ml de -
reactivo, se esperaban aproximadamente 2 minutos y se reali-

zaba la lectura a 595 nm, Para la calibracifn se empled§  —=
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albGmina bovina (115), o .

DETERMINACIUN BLULOGICA=LESPICTRUNUTUMIETRICA bl LA
ACUIVIDAD BIVLOGICA LI La LISUZINA

Esta pruebs se basa en lo actividad degradetiva de la =

lisozima sobre polvo de pared de bacteria de Micrococus Lyso

deikticus, Los reactivos son los siguientes: polvo de bacte-
ria 33,2 mg/100 ml, solucidém (1) NaCl (0,3 M), la solucibn -
(2) se prepara con 0,92 g de Nall,P0, disueltos en 100 ml de-
agua destilada (solucién A) y 0.945 g de NayllPO, y disueltos
en 400 wl de agua destilada (solnecibén B), se hace uns solu -
cidn de 3 partes de A con una parte de B y se ajusta el pH -
a 6,3, después se le asrega el polvo de bacteria, procedien-
dose & incubar 4 hrs a 4°C antes de su eupleo,

K1 ensayo se recalize de lao siguiénte manera: se colocan
0.5 ml de la solucién 1, mhs 1,5 ml de la soluciém 2, se di-
suelve y se coloca en el egrectrofotémetro en donde se efiade
1 ml de la muestra que contiene la lisozima y se lee a 540 -

nm, la velocidad de degradacifn del polvo de bucteria,(125)
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METODUS Y TECNICAS PaRA LA DETEMINACION DI La ACLVIVIDAU
BIOLOGICa DB LA PRUTIINA INLUCTURA
A RLCLPTURED Fe

La actividad biolégice de la proteina inductora » recep
tores kc, fué el Gnico {udice para seguir a 1la protefna en -
los procedimientos de separecidn bioquimicas Que se hicie -
ron en este proyecto, mls espec{ficamente la cantidod de ro-
setas por unidad de voluumen concentrado con protefna, concen
trado hecho con loas técnicas biogquimicas antes descritas,

La induccidén a la produccidn de receptores a kc, se hi-
zo en células de médula désea de fémur de ratdn de la cepa -
Cl-1, las cuales se extraen por la técnica descrito mhs ade~
lante, el grado de produccibn de receptores para ic se eva -
1lubd con la produccibn de rosetas con eritrocitos ue carnero-~

segln la metodologla simuiente; (119)

THCNLCA Pawa GBThMa CullULas b MeLULa Ubisa Wi RaTUN

1.~ Sacrificar ratones de 4 a 6 semanas mediante la dislo -
cacién cefalo-mcdular,

2.~ Ubtener fémures, colocorlos ripidamente en cajos de Pe=
tri coﬁ medio Lagle,

3¢~ En una campana eliminar la mayor cantidad de tejido mus
cular circundante del fémur,

4,~ Perforar ambos extremos del fémur con una jeringa de -
1 ml y hacer fluir medio Eagle por los extremos, hasta-

desalojar cl mayor ndmero posible de células.
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5.~ Colectar las células en un tubo cénico estéril y centri-
fugsrlas,

6.,- Resuspender en medio Eagle y proceder a contar en un he-
mocitbémetro, posteriormente diluir con wedio Eagle has -

ta obtener la cantidad deseada,
TECNICA DE ROSETAS

Para estn técnico empleamos eritrocitos de carnero, --
extrafdos de la yugular estérilmente, se colocaron en solu--
cidn también estéril de Alsevers, dejandolos reposar durane=-
te una sewana, nosteriormente reelizemos un conteo con hemo
citbmetro para diluir y poder tomar 109 células /ml, v asf--
menejar volumenes medibles f&cilmente,

Los eritrocitos se sometieronm a un proceso de lavado --
con PBS, nara retirorlos de la solucidn .lsevers, posterior
mentc se les odiciond 4,6 ml de IgG (Igh dilufde 1/) 800 en-
PBS) y la misma contidad de 1’BS, Se wmantuvieron los eritro--
citos en baiio Marfa a 37°C durante 30 minutos, al término --
del perfodo se lavrron dos veces con PBS para quitar el exce
dente de IgG, por dltimo se resusnendieron en 10 ml, de PBS,

Previamente se sembraron 5 millones de células de médu-
la 6sea de ratén por caja de Petri, adicionando medio de ia-
gle y suero al 10 % mhs la sustancia problema (muestras éﬁtg
nidas en la purificacién), Las condiciones de incubacibn fue
ron: humedad a punto de rocio, temperatura 37°C y atmésfera-

con 10 % de CUs durante un perfodo de 48 hrs, al cabo de la-



incubacién, se recogidé el wedio en tubos cénicos de centrifu
ga despegando las células adherides a la coaja con un gendar~
ne,

Las células fueron centrifugadas a 500 X g. durante 3, ~
minutos, Como paso siguiente los células se lavaron 3 veces-~
con P3S y por Gltimo resuspendidas, Les agregamos un volumen
suficiente de eritrocitos preparados con IzG (relacidén 50 -
globulos rojos por cada célula), luego fueron incubadas a -
37°C en bafio Marfa durante 30 minutos, posterioruente se re-
suspendieron las células con una pipeta Pasteur, tomamos una
'gota la que colocemos c¢n el hemocitémetro, Ln el conteo mi -
.Erosc6pico de vrosetas, el criteo para considerar que una cé-
lula indiferenciada de médula 6sea de ratén, nosefa ya la =
éapacidad de formar rosetas por induccibén del kcll, erd cl -
sicuiente:que debfan ¢e tener 6 o mbs eritrocitos adheridos-
. a cada célula de médula 6sea de ratén,

Control positivo y negativo, Ll control positivo se em-
‘plebé medio condicionado proveniente de pulmén de ratbn agre-
gandose en un 10 % por plato Petri, Para el coutrol negativo

se le agrez6 un 10 % de medio Eagle solameunte, (119),
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DETLIMINACLON Dis ACTIVILAD vk MGI
TECNICA bl L& BICAPA

La actividsd de MGI se detectd con base en la pro ———-

duccibén de colonias de granulocitos y macréfagos, empleando-

células precursoras obtenidas de la médula 6sea de fémur de-

ratén de la cepa CD-l, medionte la utilizacidén de la técnica

de hicapa en arar v empleaundo cajas de Petri de 60 X 15 mm.

v

liste método (119) consiste eu;

l.- Se colocd una capa inferior con agar al 5% (2 ml), =

2,-

medio de iagle doble (1.0 ml) siuero fetal al 10 % =
(0.5 ml ). Se mantuvo 15 winutos el amar o temperatu-
ra ombiente (durante éste lapso se snerificd al ratébn
y se extrajeron las células de médula ésea),
Posteriormente sc¢ coloca una capa superior, contenien
do sgar al 1.5 % (1,0 ml) medio de Eazle sencillo -
(2,5 ml) con 105 células de médula 6sea/ml y sec deja-
reposar 20 minutos para (ue tome consistencia el gel-
antes de introducir el cultivo a la incubadora.

El agar se diluydé con agua bidestilada para no alte =
rar la concentracién de sales, esterilizfindose en =
autoclave y manteniéndose en baiio Marfa a 46°C, antes
de usarse, Para observar resultudos se esperaba de =

5 a? dias,
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METOLUS Y TwCNICAS I

METODOS Y TiCNICAS LEMPLRLADAS BN La PURIFICACIUN
PARCIAL bkl Feud 4 PARTIR Ur MeCoyitl9.1

Y ORINa HUMANA
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ENSAYU CUN CELULOSA [USFATO

Conocieudo el peso molecular del FeRI y sd punto isoe -
léctrico se intentd adelanter el diseiio de ‘'una purificacién-
para lo que se procedid de la siguiente manera: para elimi -
nar sales se pasaron 100 ml del M,.C,,WR1SM.l en una columna-
de G=15 eluida con TRIS=HCl 75 mM, después de pasarlo por la
columna se recuperd el volumen excluido el gue se diluyé 5 -
veces dando un volumen final de S00 ml, Se toma la fracecién-
de 215 ml que presenta por absorbancia a 280 nM la mayor con
centracién de protefna, se concentra aproximadamente 1l ve -
ces por liofilizaciém quedondo 10 ml, Este concentrado se hi
20 pasor por umna columna de celulosa fosfato (pH 6 a 4°¢ ’-
amortiguada con fcido succinico 0,020 Me)s

Se eluyl mediante un gradiente con 200 nl de amortigua-
dor de succinato 20 mM pH 6 y 0.5 M de NaCl. En el ensayo -
biolégico se detectaron las fracciones donde aparecié el o=

FcRI en el gradiente obteniéndose 35 mi,



EXLI5TINCIA Dl FeRI JN GicdNA HUMANa

siendo que para intentar producir suficiente FcRI para-
una posible vurificacién a partir de ¥,C.,WR19M,1 resultaria

y tomando en consideracién el peso moleculsr tan -

-

costoso,
pejueiio de este factor, se pvrocedid a evoluar la utilidad =
de 1a orina humana como fuente de IcRI, ya nue una molécula-
de este tamaiio deberfia atraves:r la barrera glomerular dcle
rifton con cierta fecilidad, |

Para ello se tomaron 3 muestres de 3 difercntes donado-
res, se esterilizaron y se procedié a la reolizacibn del bio
ensayo descrito en la técnica de iosetas, con la cusl se dew
terminard lo existeuncia del FciI cn orina, a cada plato de -
células indiferencindas se le adiciona 0,2 ml de orina huma-
na, Asimismo con la finalidad de determinar si las sales o -
. alzin otro clemento téxico en la orina pudiesén haber afec -
tado la actividad del Feill se procedid a dializar en celofén
benzoilado y nor desalinizacién en columna con G-25 usando -

PBIS como eluyente,
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BUSLWUEDA b UN METOLO A Peulssnd BSCALA Pala La PURLIFLCACION
DEL FeRI A PARTIR D& URINA HUMANA (O.l.)

Siendo gque se detectd activided FcRI en O.l., ¥y gue co-

mo weuncionamos es una fuente ideal para intentar una purifi-.

cacién bhioquimica, se intentd probar a pequeiia cscala técni-
cas clésicas de nurificacibén. Se comenzé con pruebas en lo -
tes de geles de intercambio ibnico toles como de DE.ik-celulo
sa a pH 8,5 (en amortiguador TRIS) y el «cl de celulosa fos-
fato en amortiyuodor de acetato a pH 5, y los de gel de fos-
fatos a 3 diferentes velores de pH (7, 8 y 9) en TRIS, E1 -
ensayo se efectudé en vasos de precipitado con 10 ¢ de cadn -
mel y a la orina enpleada se le eliminé previamente las sa -
les, mediente una columna de G-25. A las dos primeras mues =
tras después de luvarlas con sus respectivos amortiguadores,
se les despegbd las protefnas con una solucidn de NaCl (0.504)
al mismo pH utilizado, mientras a las de gel de fosfato se =
les despegdé con solucidén salina 0,25 M amortiguada a pH 7.
La solucién que contenfa las protefnas (y posiblemente-
el FcRI) se mantuvo c¢n congelacidn hasta su subsecuente em -
pleo en el bioensayo. |
Utilizendo 50 ml de O.,H. y después de 8 hrs, de electro
enfoque a 40 W, se encontrd un valor de 7.4 para el punto -

isoeléctrico de este factor,
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PURIFICACIUN PARCIAL Dbl FeRL Db URINA HUMANA
Pl DIANTE UNA CULUMNA DLis DEAB-CELULOSA

La 0,ll, recolectada de sujetos normales, se mantenfa -
siempre en congelacién para evitar su descomposicidén y pre -
venir atacue de bacterias, hastn tue se¢ obtuvieron 4 litros,
Lsta se filtrd para eliminar lo¢ cristules precipitados gue-
se formaban en concelacidén, y posteriormente se trateba a =
4%¢ y a npil 7.6 (el Gue se ajustd adiciowmando (TRIS, para pa-
sarla por una columna de DLil-celulosa,

Se considerd nertinente diluir la wmuestro, pare poder =
hajar su conductividird (pll 7,6 y 4°C,), lo cual aumenté el =
volumen a 5 litros, Una vez cue pasd toda la muestra a tra =
ves de la columna se lavd esto con amovtipuador de TRIS=HCl-
a 0,75 mM, pH 7.6 a 4%C. .

Las protefnas se eluyeron con un gradiente de NaCl ==
(0.2 M a 1.0 M) con volumen total de un litro, Como la con -
centracibn de proteinas en las fracciones eluidas era muy -
baja, ya que no se pudo detectar por el método de Lowry, se-

procedié a emplear el método de Bradford,
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DLETEMEINACION DL PEsU mOLECULAR DEL FeRl LE 0.l
DL BLUIDU DL LA COLUMNA LIS DBEABCLELULOS A

Con los 7 ml del tubo de méxima actividad biolégica del
eluido de la columna de DilAE-celulosa, se nrocedi6 a deter -
minar ¢l pe-o molecular del 'ekI, en una coluuna de Seghadex
G-50. Se eluyé con TRIS-NCL 75 mM, pll 7.6 y se calibré com -
5 proteinas de pezo molecular conocido (10 ug de nemoglobina
64,500 Da, 10 ug de anhidrasa csrbbénica 30,000 Da, mioglo -~
bina 17,800 ba. ecitocromo C 14,000 e insulina 11,300 ba ).
La columna fué una K 9/11 (Pharmacia Iine Chemical Suecia),-

el flujo fué de 4 cm/Hora,
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DETERMINACIUN DEL pil LoUBLLCTRICO bkl FeRI Db V,.H.
DLL CONUENTRADUG DE DEABSCELULOSA

Un electroenfocue fue nuevamente realizado en condicio-
nes'semejnntes &l realizado con el crudo de orina, pero aho-
ra empleando un concentrado de FeRI que posteriormente se -
purificdé pasencolo por una columma de Sephadex G-50, en este
caso se empled§ hemozlobina como referencia intcrna con P,l.-
6.8, esto fué con el propbsito de visualizar el frente de la
banda,

El ronro de pH utilizado fué de 3 a 10 (anfolinas 5.4ml
se utilizé una corriente de 20 mA con un poder de 40 W, y un

tiempo de aplicacién del voltaje de 12 hrs, a 49C.
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RESULTADOS

CARACTERITAACIUN DiL FACTOR INDUCTUR Db La bURMACIUN
biE SITIUS RECLPTURLIS DL Fe BN CilULab DE MobULa
0Ska ( FcRI )

Como este factor ( FecRI ) fué detectado en medios condi
cionados ( It.C. ) por una linea leucémica la WR19 M.l induci

da con solucidn de linovolisacéridos de 3almonella tyohi en-

solucibéu amortipuadora Sal’, (Apen.), se procedid a caructeri
zorlo; deteruinando para ello su neso molecular y punto iso-
eléctrico, ya gue con estos datos se juede proceder a un cn-

sayo de purificacidn de dicha molécula,

DIALISIS

Los resultados de la dillisis (Tabla I), nos indica ==
ron (ue el I'eRI era una molécula mayor de 2,000 daltounes -
pero menor de 20,000 daltones, y que en la dillisis se debe-
utilizar una membrana de celulosa henzoilada, kn adelante -
el material proveniente del M,C, de la lfnea leucémica, pre-
viamente se dializa c¢n estas condiciones antes de su purifi-

cacibn o determinacién biolégica.
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DIALIZADO |DIALIZADO OE CONTROL

oe CELULOSA CRUDO SIN

lceLuLosa |sENzoiLADA. " c

dentro]l fusra | dentro | fuere.

*/s DE ROSETAS 3 13 14 2 23 3

TaBLA I LFECTU SUBRI LA ACTIVIDAD FeRI CUNTENIDA i kb
MeC, MMDIANTL DIALLHLIS N Sulbas Dl pDEPRILNLL
PYOR0,

El % de rosetas se midié 4 dfas después de sembrar -
8 X 10% células de médula 6sea de ratén con 0,5 ml de M. C,

La diflisis tanto en celulosa normal como en la 'benzo_i_
lada se efectué contra TRIS-HC1 75 mM a 4°C durante toda la

noche,

b3



DLETEaMINACIUN DLL PSSO MULLCUL AR Diul, Feitl &b ML.C.

CROUMATOGRAP TA LN CGLUMNA CUN SLPHADLXN (30

kLsta cromatografia se emnled nara deteruwinar el peso —-
molecular del FeilI nroveniente del M,C.,, los reswit¢dos se -
muestrsn en la figura I donde se distinguen 3 wites de absor
cién s 280 nM. Siendo cue estos M,C, fueron sroducidos en -
ausencio de zuero en los medios de cultivo no hubo sclida =
te nroteinas detectables a 280 nM, sin embargo er la figuro-
I, se nresenta el nerfil obtenido a csta lonwitué de onda =
de moléculas utilizadas pare la colibracién (Inhibidor de -
tripsina 20,000 ba, , mioqlobina 17,300 ba, y la lisozima -
14,200 ba. ). Como forma dc¢ corroborar ‘que el pito peguerno -
pertenecfa a la lisozima se detectd é&sta por mecio de su =
bioensayo enzimltico a 540 nM ( ver métodos).

El volumen de elucidén en el‘que aparece la wtividad -
bioldgica del FecRI apcrece en lfneus punteadas, mtre el -
pico del inhibidor de tripsina y la mioglobimna,

- Al representor el logaritmo del peso woleculsar de las -
protefnas patrones (figura II) se estimbd un peso molecular -
de 18,500 daltones para el Fecil, interpolando el volumen . -

de m#xima actividad biolégica encoutrada,
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L1 material que se pasé por la columna fué 5 ml, de MC-
WR19 M.l en una columna K 15/30 con G-50, eluido con TRIS -
HCL 75 mM a pll 7.7 y 4°C. Las fracciones colectadas de 2,5 -
ml se leyeron a 280 nM (@ ). La actividad .del Fcil fué deter
minada mediante la técnica de rosetas ( 0 ), y la actividad-

de la lisozima por ensayo biolégico (& ).
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Fige IT CALIBRACIUN PARa LA DiLTERMINACION Uil Pro0

MuLLCULAR

La calibracifén se realizb6 empleando protefnas de refe -
rencia de peso molecular conocido como: Lisozima (14,200 Da)
mioglobina (17,300 Da) e inhibhidor de tripsina (20,000 Da )=

El peso molecular del FcRI se determinbé interpolandose-
el pico de mayor actividad biolbgica de éste en el volumen -

de elucién de la columna con Sephadex G-50.
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DETERMINACLUN DE PH ISOBLECTRICUO Disl, FeRI DEL M.C.

LLLCTRUENP O(UL

La figura IIT muestra en donde se encontrd la mayor ac-
tividad para la formacidn de rosetas ( pH de 7,6 ).

Mediante la técunica dc¢ bicapa en émnr (119), se encone=
tré cue el NGI de este M.,C. tenia un pl Isoeléctrico de 5,1,

Cabe hacer notar aue unicamente se presentd la activi =
dad del I'cRRI en una solsa fraccidn obteniéndose 14 % de rose-~

tas respecto a2 un control sin M.C, de 5 %,
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Fig, III DETEIMNINACIUON Dils £H ISOLLLCTRICV Dl FcRI,

S5e hizo un electroénfoque preparativo con Sephadex -
G-75 superfino empleando 15 ml del concentrado de HC-WR19M,1
S5e aplicéd una corriecnte de‘20 mi de 40 watts durante 24 ho =
ras a una temperatura de 49C, La actividad del FcRI se de -
tectd por la técnica de rosetas, el pH se determiné en la ca
ma del electroenfoque a 4°C, La formacibn de rosetas se de -

tectbé por ensayo biolégico las colonias por la técnica de -

bicapa (ver métodos),
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© DELEMINACIUN LEL PE3UMULECULAL DEL FeRI LuL M.C.
POUR ULARACLNTIEMUGACLUN

En la figura IV se muestran tanto los picos donde apa -
recen el lcikIy el MGI y las protefnas estandar. A partir de-
los coeficientes de vedimentocibén convcidos, lisozima (1,91)
mioglobina (1,855), media hemoslobina (2,2) y ovoalbdmina -

(3,55) se determind este para el MG y Feil dando 3.0 y 1,1

respectivonente, Con estos valores se colcularon los pesos -
moleculares por el método de MHartin y -4mes en 16,500 dnlto -
nes nara el FcRI y 45,000 doltones pars el NGI, empleando la

sizuiente férmula:
Cs

NMD = p NMh
CSy,
- donde MMP es la masa molecular del problema

FNMn es la masa molecular de la hemoglobi
na (64,500 Da,)

CSh es el coeficiente de sedimentacidén -
de la hemoglobina (4,3)

o es el coeficiente de sedimentacién -
P gel problema.
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Fig. IV OBIENCION DEL PiS0 MubeiUisit bl FeRI
POR ULTRACENTR/IFUGACIUN

La ultracentrifugacién con gradiente de sacarosa del -
MC-¥R19M.1 nos muestra dos pesos moleculares muy distintos -
para el FcRI y el MGI, La actividad biol6zica del FcRI se «
determind anadiendo 10 ul de cada fraceién del centrifugado-

6 células de médula dsea de ratén en me-

al cultivo de 8 X 10
dio Eagle y suero desactivado al 10 % de CO, durante 48 hrs,
y la técnica de rosetas. El MGI se determiné por la forma -

cién de colonias en bicapa de agar (122),
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PURIFICACIUN PaRCLaL Dish Feill A PaiTIR Dl MeCo (wWiXl9,1

LNSAYU CUN CiuLULOUSA FUSKFATU

Después de reunir las fracciones de concentrudo, para =
calcular el factor de concentracidén se hizo la lectura de la
absorbancia a 215nM y 225nM (Método Ultravioleta 4 215-225 -
basado en la absorcién del enlace pentido en la regifn  =--
195-225 ni.

(Protefna) ug/ml = 144 (2,229 - 2,34) = 7.2 ug/ml,

Concentracidn que resultas ser nequeiia por lo que se -

buscd otra fuente,

EALS VBNIL Div FeRI miv UadNa HUMARa

Los resultados iundican primero gue si hay actividad dew-
rclll en la orina ya cue se encontraron volores de 10,11 y 8%
respecto 2 neretivos de 3 % y ademfs gue hubo un pequeiio - -
aumento cn esta actividad cuando se utilizd orina dializada-

é desalinizadae ( tabla II ).

BUSWEDA DE UN MELODU A PLQUERA ESCALA Pati La #UiIFIa
CACION DEL keI 4 PARTIR D ORINA HUMANA (0.H.)

‘Eﬁ la tabia III los resultados muestran, que el factor-
se negd en DEAk-celulosa pH 8,5 y gel de fosfato a pH 8, Pa-
ra precisar mbs el pll idoneo para la separacidén del IFcRI,se-
procedi6 a determinar el pH isoeléctrico de este para ello -
se efectu$ un electroenfoque con U.H. desalinizada sin nin -
gun otro trotamiento, encontrandose un pH isoeléctrico de -~

7.4.
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°/e DE ROSETAS
MUESTRAS ORINA ORINA
ORINA NORNAL DIALIZADA DESALINIZADA
POR G-28
DONADOR 1 10 */e 18 %/ TR
2 T 12 */ 12 70 -
3 8 e/, 7 /e 8 %/
MUESTRA
NEGATIVA S o/ 4% 4%
POSITIVO 23 o/ 30 */s 30 %/

TaBLa I1  COMPRUBACION DE La LAISTENCIA D FeRI LN URINa
HUMAaNA

Por los datos de la orina normnl, se comprobd la presen
cia de FcRI en orina humana, Se agregaron 0,2 ml de orina -~
humana normal, desalinizada y esterilizada por filtros Milli
ﬁor (poro 22 um ), a cultivos de 8 X 106 células de médula -
ésea de ratén con 10 % de suero de bovino desactivado, encu-
bados a punto de rocio a 37°C y 10 % de Co, durante 48 hrs ,

La nctividad biolégica se detecté con el ensayo de rosetas.
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MATERIAL */¢ DE ROSETAS
DE .AMORTIGUADOR DESPEGADO DE PROTEINAS
(/] 4
OPORTE BUFFER + BUFFER +
s LAVADO .  INeci 0.8M NeG! 0.20M
DEAE~ ceiuios e 4 % 7 % N. L
(TRiS. oM 8.3 )
GEL celviose .
Fesfele (on Los celulos N E.
;uolﬂo pHS) 0 */ mueren
L?ol de fosfato
ETRIS pH 7} 6 %/ N.E. 2.8 %/
Gel de fosfato ;
{TRIS pH 8) 2 % N. E, |- R
[6e1 do tosteto
{ TRIS pH 9} Q */e N E, 3 %
POSITIVO {ORINA) 16 */e
NEGATIVO.{PBS) 3 %/

N. E.= No etectuado.
TaBLa III PURIFICACIUN LEL Feill., SEPARACIUN Puit CauGA

Utilizendo 0.2 ml de cada fraccifn se agregd a un culti

vo de 8 X 106

células de médula 6sea de ratén, el % de ro -
setas se midi6 4 dfas después, Ll hecho de haber obtenido, -
tanto en el bioensayo del eluido de la DEAl-celulosa y de =
gel de fosfato, a pH 8 (7% y 9% receptores Ic respectivamen-
te), valores mis bajos que el obtenido con ¢l crudo de orina

desalinizada, es probablemente debido a la gran cantidad de-

sales presentes en los primeros casos,
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CURVA Dblu INDUCCION Dis RUSKETAS A PARTIR DE
FcRI DE URINA HUMANA

Una vez que se determind que existfa actividod de FchI-
en O, normal se procedié a efectuar la curva de dosis =
respuesta (Fig., V ), Se observd que se detecta una induccibn
a partir de 0,6 ml o sea el 12 % del valor total, esta acti-
vidad aumentd (18 %) al utilizer 0.8 ml e inmediatamente —-
comenzd a disminuir al aumentar la cantidad de U.,H, Lsto dl-

timo es probablemente debido a toxicidad,
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Fig, V INDUCCIUN A La PUKMACIUN Dis RUSETAS A DIFWLRLNTES
CUNCENTRRACIUNES Dis ORINa HUMaNA

Se emplearon 8 X 106

células de médula ésea murina, des
pués de 4 dfas de induccién in vitro, empleando orina humana

normal desalinada, donde encontramos anteriormente el factor
FeRI,
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PURLIF ICCION PARCLAL Diis eI Dby QiINA LIUMANA
mib LaNTl UNA CUOLUMNA DI Dlial-CrlLULUSA

Al analizar las diferentes {racciones para actividad
FeRI se encontrd cue existian dos picos de actividoed, Uno -
de ellos el de mayor actividad, en las fracciones de la -

140 a la 160 y un secundo de mucha menor actividad de la

170 a 180 ( figura VI ).
I's conveniente hacer notor que.el pico con mayor actie

vided coincidié con un pico de proteinas,
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Fig. VI PMRFIL D" ELUCION bis O,H, CON UN GRADIBNTE
L 0,1- 1M LIs NaCl.

(---;) gradiente, (s ) protefna y ( o) actividad FcRI,
El gradiente fue evaluado mediante un electrodo de Na
las protefinas por el método de Bradford y el IcRI mediante —
la induccidn a receptores Ic en 8 X 106 células de médula -
6sea de ratén incubadas‘con 0.2 ml de fraccién durante 3 -

df{as,
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DETEREINACTION Divh, PLSO dNeLBECULAR DLL reRI Dis O,
DEL ELUIDU bis LA COLUMNA DI DEAE-CELULULA.

Ln la figura VII puede observarse cl Gmico pico con ac
tividad bioldgica, Mediante interpolacién de los pesos mole
culares de los estandor ( f{izura VI1I) se¢ asigno un valor -

de 12,500 Da, para el Fceikl de Q.ll,

DETLGINACIUN Dbl pll InCnibbClRICU Ll Ferl #i Ualti.
pll, CUNCENT LU Bl Llal-CulULusa

La ficura IX indica que el FeRI se manifestd en la =
fracecién con pll de 7.4, liste resultado es semejante al ob -

tenido con el crudo,
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CFig, VII  CALIBRACION Db CuLUMNA G=50 rara La Ulet'bugbiINA
CIUN Dl riSO MOLLCULaRR DEL FelI DE Ulll,

El material que se pasé por la columna fue 7 ml del tu-
bo de méxima actividad biolbégica del eluido de ls columna de
bEAll-celulosa, en una columna K 15/30 com G-50, eluido con =
TRIS-IICL 75 mM a pH 7.6 y 4°C, Las fracciones colectadas de-
2 ml se leyeron a 280 nM (* ) y 540 nM ( o 2. La actividad -

del FeRI fue determinada mediante la técnica de rosetas (a )
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Firg, VIII CALIBRACION Paa LA DETERMINACION bBEL PLSO
MOLECULAR Dil. FeRI DL O H.

La calibracién se realizé empleando protefinas de refe -
rencia de peso molecular conocido como: hemoglobina 64,500 -
ba., anhidrasa carbdnica 30,000 La., mioglobina 17,800 La.,-
citocromo C 14,000 La,, ¢ insulina 11,300 Da, kl peso mole -
cular del FcRI.de O.H. se determiné interpoléndose el pico -
de mayor actividad bioldgica de este en el volumen de elu -=-

cibén de la columna con Sephadex G-50,
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Fig, IX DETERMINACION PH ISUBLMCTRICU Uil FeRI b UWH.

Se hizo un electroenfoque preparativo con ultrodex em -~ .
pleando el concentrade de protefna gue pasé por la Dhat-celu
losa. Se di6 voltaje de 40 W con un tiempo de 12 hrs. a 4°C,

La técnica de rosetas se usb para determinar la fra

ccibn con mayor actividad biolbgica y el pil se determiné a -

4%,



LIsuUsIUN, CUNCLUSLIUNLS Y [ECUPLND aCTUNED




La formacidén de células sanguineas llamada hematopoye -
sis, es un mecanismo importaute para el funcionamieuto nor -
mal de un organismo y muchos estudios se han hecho para cong
cer su funcionemiento, dunque existen todavia muchas incog -
nitas a este respecto, se sabe quce hay un mecanismo de regu-
1aci66 de éstas mediada por proteinas producidas in vivo, -
cuya finalidad es difereuciar a la célula para realizar fun-
ciones especificas,

Durante el proceso de difereunciacibn las células van =
adguiriendo caracteristicas especiales como son: las inmuno-
légicas (la presencia de sitios receptores para lc, la pre -
sencia de receptores 1, 2 para el complemento), las bioquimi
cas (la secrecién de lisozima), las funcionales (la fagoci -
tosis, quimiotasis) y las morfolbgicas (aumento de tamaiio en
tre otros, cambios nucleares y apuricién y desapariciébén de =
estructuras),

kn el estudio de la hematopoyesis se ha encontrado, qgue
es indispensable para la diferenciacibén in vitro una sustan-
‘¢cia inductora llamada MGI la cual induce a la proliferacifn-
y diferenciacién de granulocitos y macr6fagos, y se cree que
juega también el papel de regulador fisiol6gico in vivo,

s innegable la importancia que tienen los receptores -
para Fc en la defensa del organismo contra cuerpos extranos,

“sin embargo poco se sabe sobre el proceso de su induccibn,
Aungue en un principio se pensaba que el MGI inducfa -~
la maduracién completa de los macréfagos y los granulocitos,
.
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se encontraron recientemente evidencias de que el MGI N0 w-
inducfa la aparicién de receptores para Fc y que existfa
otro factor causante de esto al cual llamaron Feil (112),

Para proseguir a estudiar en forma mls detallada el me-
canismo de induccién de receptores para ¥c, asi como el estu
dio de sus apliceciones diagnésticas y terapefiticas se hizo=-
necesario, buscar fuentes ricas de dicho factor de donde pu-
rificarlo,

lkn el presente trabajo nos pusimos como meta el disenar
un método de obtencibén y purificacibén suficiente de FCRI «=
para corroborar la independencia entre MGI y FcRI y'abvir‘la
posibilidnad de un estudio mbs detallado de su estructura mo-
lecular y comportamiento biolégico,

Ln este trabajo encontramos, que las propiedades mole -
culares obtenidas para el MGI, variaban de acuerdo a la fuen
te de su obtencién y a la técnica empleada y que diferfan en
todos los casoé del FcRI, en cuanto a su peso moleéular y pH
isoeléctrico,

Lo anterior indica que son dos moléculas diferentes, y-
que sus propiedades biolégicas pueden ser evaluadas indepen-
dientemente,

E1l peso molecular que encontramos para cl FcRI y MGI -
del medio condicionado por la linea leficemica fué de 18,500-
y 45,000 daltones respectivamente, el peso molecular obteni-
do para el MGI es similar a otros reportados (34). En cuanto

a los valores de pH isoeléctricos encontrados resultaron ser
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de 5.1 para el MGI y 7.6 para el FcRI utilizaudo el mismo =
medio condicionado,

La determinacidn del peso molecular del FcRI del medio-
condicionado, se efcctud tanto por cromatograffa como por =
ultracentrifugacibén obteniendose en el segundo caso un valor
de 16,000 daltones el cual nos indica una vez mds que es una
molécula mucho mhs pequeria que el MNGI,

£1 FelI uroveniente de la linea WiHl9M.l se pegé a celu-
losa fosfato, pero la cantidad de FcRI councentrada de esta -
manera que fué de 7,5 ug/wl nos indicd, cue las cantidades -
de medio condicionado ¢ue se necesitarfa, pora obtener una -
fraceibn suficiente para continuar los estudios plunteados,-
seria enorme, por cl tiempo y costo que se necesita para pro
ducir una cantidad Gtil de medio condicionado, FPor lo cual -
decidimos buscar otras fucntes ricas en Fcill,

L1 detector que este fioctor existfa en la orina humana-
nos abrid la posibilidnad de contor con una fuente rica y ba-
rata con dicho factor, Se euncontrd que al utilizar DLni-celu
losa, o zel de fosfato se podfia separar este factor de otras
protefnas entre ellas el MGI, Sin embargo la columna de -
DEAE-celulosa result6 ser un soporte bastante bueno, con el-
que se logra una éptima seporacibén de protefnas, ya que en -
contramos que la actividad biolb6gica aumentaba aproximadamen
te 200 % mhs que la actividoad presentada bor la orina humana
no fraccionada,

Creemnos que este aumento se debe también a la elimina -
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cién de factores tbéxicos de pequeiio peso molecular,

Podewos concluir a partir de nuestros.resultados que el
Fefl es un factor que existe en el ser humano, que se puede-
utilizar médula 6sea murina para su bioensayo, lo cual evita
enplear médula 6sea humana la cual es mucho mls diffcil de -
obtener, guc tiene un peso molecular de 12,500 daltones un =
poco mayor menor a la murina y un pH isoeléctrico de 7.4 muy
superior a la.encontradu eu ratén,

Creemos que este trabajo abre el camino pora la poste -
rior purificacién del Fcil humano, utilizando las técnicas -
bioquimicas estandar, Lsperamos de esta forma se pueda obte-
ner un factor en forma homogénea cue nos permita no fGnicamen
te entender su estructura, sino su posible aplicacidn tera -
pelitica en padecimientos en donde un aumento del receptor -
nera Fc pueda ser de utilidad, como lo son obviamente en pa-
decimientos infecciosos (activacién del macré6fago) y proba -

blemente en leucemias (sobre todo de tipo mieloide).
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APENDICL

MED LU Dlu LAGLIs:
CUNCLNTRACLUNLS

Miligramos por Equivalentes
1000 ml de agua aprox, en m
ARGININA | 105 0.6
CISTEINA i 24 .2
WISTIDINa . 31 0.2
ISULEUCINA B 52 0.4
LeUCIna o . s2 0.4
LIoINa R 58 0.4
MEST TUN LN | L 15 0.1
Pl LLaLaNI N B P | 0.2
T isUNINA 48 0.4
TRAPTU aNU | 10 : 0.05
TLiUSINA ’ 36 ' 0.2
VALINa | ' 46 0.4
GLUT AFINA | ' 292 2,0
COLINA 1 |
al. NIGUTINICU 1
AC. PAaNTUTENICO 1
PIRLLUXAL 1
RIBOFLAVINA 0.1
TLAMINA 1
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MEDIO DI BAGLE:

CUNCENTRACIUNES

Miligramos por Equivalentes

1000 m}l de agua aprox. en mM
INUSITOL : 2
AC. FULICU 1
GLUCOS A 4 - ;‘ '; 2000
NaCl T 8000
KC1 | T 400
CaCl o 140
MgS0 44 THy0- : | 100
MgCly o6H,0 | 100
NatP0, 42150 S | 60
KH,P0, 60
NaHCO, | | 350
WJIL FENOL 20
PENICILINA - 0.5

SULUCION AMURTIGUADURA Dis FUSKATOS (SAF):Con el objeto-
de contar con una solucifn para ¢l mantenimiento de la célu-
la, se utilizdé la solucifn amortiguadora de fosfatos (SAF) ,
la cual esta constituida de los siguientes elementos en  —-

1 000 ml de agua destilada,

NaCl 8.0 g.
KCl 0.2 "
KH2P04 0.2 "
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CaCl 0.l Be
Mp,‘ Cl.) . GHZU O . 1. "
Na,lPU 4 o 7150 2.1 "

Ll CaCl y MgClz.Gugu se diluyem por separado en 100 ml,
de acua destilada, los commuestes restantes se diluyen en po
co menos de 800 ml, de agua destilada, agrecsando al final, -
poco a poco hasta completar los 1000 mililitros y se esteri-
liza por mecio de un filtro de membrana (Hillipore Ubd) con-
un poro de 22 micras de difmetro, ose realizan pruebas de es—
tepiliabd en caldo soya. se conserva en refrigeracidén hasta-
SU Us0,

BULUCIUN aiswViuit: Solucidn smortiguacora para mantener—
los eritrucitos de carnero en condiciones nvrmales in vitro-

durante 5 semanas, Se nrepira como sigue;

Cohiy 06 20,50 g.,
~ N "

t
HBLGU 07. 0.55
NaCl 4,20 "

be disuelven en un litro de asua y se esteriliza en due
toclave, ajustondo el pll a 6.1, be efectuan pruebas dec este-

rilidad en caldo de soyo.
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