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RESUMEN

El reconbcimiento intercelular juega un papel importante en la
oconservacién de la integridad, individualidad y la identidad tisular
durante el desarrollo de los organismos. Se acepta que este fendmeno
es mediado por receptores de membrana. Uno de los procesos de recoro
cimiento més estudiado y aun no aclarado es el correspondiente a la
discriminacién de componentes propios y extrafios, por parte de las
células del Sistema Fagocfitico Mononuclear.

En el presente estudio, se examind la posibilidad de que los ma-
cr6fagos sean capaces de reconocer estructuras especificas que funcio
nen como marcadores de lo propio en la superficie de las células auté
logas. Para tal efecto, se estudio la capacidad discriminativa que
ejerce el macr6fago sobre eritrocitos autSlogos y heter6logos. Como -
estrategia se pretendi6 enmascarar o eliminar este marcador de lo pro
pio en los eritrocitos. aut6logos y homSlogos, mediante la utilizacitn
de anticuerpos (fragmento Fc) anti-eritrocito o mediante el rasura—
miento enzimdtico de la superficie eritrocitaria, para luego examinar
si estas cé€lulas son fagocitadas por macréfagos peritoneales normales
de raton.

Se enoontrd que el macr6fago, es capaz de reoonocer eritrocitos
propios y . no endocitarlos 4in vitro solo si el sistema cuenta con
la presencia de sﬁero aut6logo u homSlogo. El factor sérico responsa
ble es wn componente soluble, dializable y ocon efecto especie-especi-
fico. Al eliminar o emmascarar los marcadores dé la superficie eri-
trocitaria se encontrd, que el macr6fago es capaz de endocitar. eritro
citos propios, de manera, similar a lo que ocurre con eritrocitos he-
terélogos nomales o eritrocitos hom6logos viejos o senescentes.

En base a estos hallazgos, se propone que la capacidad discrimi-
natoria fagdcitica reside en la existencia de una senal de identidad
o marcador de "lo propio" presente en las células de un organismo la
cual, al ser reconocida por el macréfago, previene la fagocitosis.
Ademé8s, se discute la posibilidad de que este mecanismo de reconoci-
miento ocurra en diferentes asociaciones biolSgicas.



INTRODUCCION.

Las asociaciones biol6gicas requieren como condicién 44ne qua non’

la existencia, a nivel celular, de mecanismos de reconocimiento para
discriminar individuos de otra especie, células de otros tejidos y aun
células del mismo tejido pero con algin grado de transformacién o dete-
rioro (1). Este fenfmeno es requerido tanto para asociaciones entre o
lulas de la misma especie (tejidos, 6rganos, oolonias, entre otras) co-
mo para las que existen entre células de distintas especies (simbiosis

y parasitismo).

El reconocimiento entre c€lulas de la misma especie cumple funcio
nes a distintos niveles. Asi, en los organismos pluricelulares el reco
nocimiento celular se encuentra presente en:

a) La reproduccifn de las especies. . Este proceso requiere de meca
nismos de reconocimiento durante la fertilizacién o uni6én de gametos.
Es oconocido el fendmeno bioldgico por el cual se restr:ihge la fusi6n, o
entrada, de ganetos a organismos de una misma especie (2), y solo de ma
nera eventual a individuwos de especies diferentes pero con gran cerca-
nfa filogenética (3). Este fendmeno de reconocimiento parece llevarse
a cabo mediante interacciones en la superficie de cflulas gameticas en
base a receptores especificos. Ia fusién entre el esperma y. huevo en
el erizo de mar es un ejemplo de ello; en este proceso se ha demostrado
la existencia de fenSmenos de reconocimiento cé&lula-c€lula, adhesién y,
finalmente fusifn, con cardcter totalmente especifico (2). Se ha pro-
puesto para eﬁi:e proc&so- biol6gioco, que la adhésidn especifica depen-
de de la presencia de ciertas protefnas de menbrana con capacidad para
unirse especfficamente a arreglos de carbohfdratos (4).

b) Ia histiogénesis: El reconocimiento intercelular es importante
para la constitucién de la estructura y arquitectura de los tejidos y
la conformacién de un organismo. La adhesién homotfpica (de la misma
estirpe) es llevada a cabo entre c€lulas de wna regién definida; no
ocurre asi entre células de diferente regifn anatSmica. Io anterior
también se manifiesta en el hecho de que las células de un 6rgano dado
se mantienen, juntas durante su formaci6n hasta la fase final del proce



so de desarrollo (5). Eventualmente el reconocimiento e interaccién

oon cflulas de un tejido diferente (alotfpico) también es importante en
la conformacién final de los Grganos; -el ejemplo mis notable es la vas
cularizacifn e inervacién de los tejidos (6). La pérdida de esta capa-
cidad de reconocimiento es la caracteristica de los tumores metastési-

s (7).

c) En la morfogénesis. Ias células progenitoras pueden migrar en-
tre distintos tejidos y reconocer su destino final. Ia superficie de
contacto es reconocida por las cflulas migratorias y puede ser determi-
nada por la naturaleza de la membrana o a través de arreglos macromole-
culares que se encuentran en.la superficie de las c€lulas que conforman
"la ruta" por la que se desplazan hacfa su ubicaci6n definitiva. Ia fa
se morfogenética migratoria continGa con otra etapa de reconocimiento -
que determina la posicién final de la cflula progenitora del 6rgano en
el embrién y concluye con la posterior diferenciacifn para la formacién
de wn tejido especifico (8,9,10).

Muchos tejidos y Organos en el embrifn se originan en un sitio dis
tinto a su sitio final, sin embargo, las cflulas embrionarias son capa-
ces de reacomodarse ya que poseen mecanisnmos de reconocimiento celular
a nivel de membrana que determina que los conjuntos de c€lulas de la .
misma estirpe se agreguen y wman para formar un tejido primordial (reco
nocimiento homotipico) (6) . Este mecanismo es detemiinante para el de-
sarrollo embrionario normal, y cualquier falla en dicho mecanismo pare-
ce estar inwlucrado en el desarrollo anormal que incluye malformacio—

nes y neoplasias (6,12).

En los insectos, durante el desarrollo, ocurren cambios que se ma-
nifiestan en la variaci6én de forma, funciones de los tejidos y algunas
veces hasta su género de vida. Durante estas constantes variaciones me
tamSrficas, la eliminacién de los tejidos decidwos, de las cflulas en
degeneracifn, o de las cflulas muertas, es llevada a cabo mediante fago
citosis, para lo cual han de regquerirse necesariamente de mecanismos
de discriminacifn o reoonocimiento (11,12).

En las especies de vida unicelular los individuos pueden asociarse
para formar colonias, tal es el caso de las amebas y de ciertas bacterias.



En el caso de las amebas, éstas pueden encontrarse aglomeradas pero
siempre mantienen su individualidad, ya que una ameba no fagocita a
otra ameba de'la misma especie aunque sea mds pequefia, en cambio si es
capaz de ejercer este efecto sobre casi cualquier otra particula biolS
gica, de tamano adecuado, con la que entre en contacto (13,14).

El reconocimiento también es evidente en agquellos seres pluricelu
lares que en determinadas circunstancias pueden hacer vida unicelular
y son capaces de reagregarse de manera especifica, atn cuando se haya
realizado mezcla de c8lulas de varios organismos, como ocurre con las
esponjas (76). Algo similar ocurre en seres de vida unicelular que en
ciertas ocondiciones pueden formar aglomerados celulares organizados
como en el caso de las anemonas y ciertos hongos (77). Un ejemplo de
ello es el hongo Dictyostelium discoideun que existe como mixoameba,
en cierta etapa de su vida unicelular, sin tener contacto con los demés
individuws de la misma especie. En condiciones adversas como seria la
escasez de nutrientes, algunas de estas c€lulas son capaces de agregar
se despues de un acercamiento mediado por quimiotaxis por liberacién de
MMP. (3,5-adernosin monofosfato ciclico) extracelular, para formar co-
lonias que se comportan como un organismo pluricelular o pseudoplasmo-
dium con funciones diversas y componentes bien diferenciados (2,15).

Dentro de las asociaciones entre especies distintas debemos mencio
nar la simbiosis, que a niwvel unicelular in'ducén la formacién de micro-
sistemas especificos tales como la flora intestinal, la placa dento-bac
teriana o el piancton, para lo cual se requiere de mecanismos de discri
Rinacién (16,17).

A nivel de especies pluricelulares, aunque no en todos los proce-
sos simbi6ticos hay contacto intimo a nivel celular, en ninguno de los
casos simbiontes se desencadenan mecanismos de agresifn, sino que ambos
organismos se toleran sin que se produzca disgregacién. En cambio, en
el parasitisno el organismo agresor que llega al huééped (por medio de
pasos sucesivos de adhesién, penetracitn e instalacidn) lo reconoce
como el lugar eﬁpec-:ifico en donde se puede establecer (75) y por otra
parte el huSsped 10 reconoce como extrafio (0 no propio) desencadenando
las r@pueﬁ{:as de vigilancia y de defensa (18,19). :



De lo anterior se desprende que cada organismo multicelular posee
mecanismos de reconocimiento que le permiten mantener su identidad, su
individualidad y su integridad. En el primer caso se preserva la identi
dad de la especie bloqueando o limitando la posibilidad de la fertiliza
ci6n heter6loga. In los otros se impide que el espacio fisico que ocu
pa un organismo no pueda ser ocupado por otro.

Se explica de esta manera la inviabilidad de los transplantes hete-
r6logos. los injertos son viables cuando se llevan a cabo entre seres
de la misma especie y alin entre &stos existen ciertas diferencias que son

reconocidas a nivel celular por los compontes del aparato inmmolSgico (19) .

Otro proceso que requiere reconocimiento dentro de una misma especie
es el relacionado con la remocién de componentes celulares propios que
hayan sufrido algGn tipo de transformacifn estructural (degeneracién o
deterioro) la cual casi siempre tiene expresitn a nivel de membrana.
Entre &stas se pueden citar las transformaciones de tipo tumral (20) y
las consecuentes con el enwvejecimiento o deterioro accidental de las es-
tructuras celulares (21,22).

Ios procesos de reconocimiento entre organismos pluricelulares que
permiten preservar la individualidad y la integridad discriminando entre
lo propio y no propio han sido divididos en: inmmolSgicos y no inmmold
giocos. Ios primeros son altamente especificos y el sistema que los in--
cluye cuenta con c€lulas que en su membrana tienen receptores especificos
dirigidos contra aiguna estructura o arreglo molecular. Entre &stas Glti
" mas (antfgenos) se encuentran practicamente todos los oomponeﬁtes exis-
tentes en- la naturaleza que tengan cierto peso molecular y cnmplej idad
estructural. Existe en el aparato inmume al menos wna c€lula con capaci-
dad de reconocimiento para cada uno de ellos (23). También existen oflu-
las (linfocitos) que tienen receptores dirigidos contra componentes pro-—--
pios pero éstas se encuentran impedidas para montar una reaccién contra
tales eﬁtfucturas (tolerancia inmmolSgica). En canbio, si los linfoci--
tos ocon receptores espécificos para componentes extrafios entran en contac
to con la substancia contra la cual estén dirigidos sus receptores, se
activan, proliferan y montan una reaccién especifica que procura la neu—
tralizacifn y eliminaci6n del material extrano (pardsitos, componentes de



otras especies, f&rmacos, étc) . [Esta reaccifn es mds vigorosa en la medi
da en que haya més lejania filogenética entre el organismo huésped y el
organismo que-provee el material extrano (24). Sin embargo, también se
oonoce que existen otros requerimentos, por parte de la substancia extra-
na, para que se lleve a cabo esta reaccién y que en su conjunto determinan

la immunogenicidad (25).

El mecanismo irmunolSgico de reconocimiento es altamente especifico
y exjuisitamente discriminativo, en funcifn de la existencia de células
precomprometidas con una estructura. Por tanto, éstas pueden diferenciar
entre un componente extrano y otro, y eventualmente entre un componente
propio y otro, por 1o que un inmunocito solamente reacciona con un anti
geno y no oon otros. Este mecanisnmo aparece tardiamente en la evolucién
de las especies y estas c€lulas linfocitarias de reconocimiento, solo se
encuentran a partir de peces sin mandfbula (superclase Agnatha, ciclSsto
mos ej. lamprea) (23,24).

En los organisnos pluricelulares mds primitivos en la escala filoge-
nética el reconocimiento de lo propio y extrano es menos complejo y estd
a cargo de una estirpe celular que tiene esta funci6n. Este fendmeno lo
encontramos en la formacién de ocolonias en especies marinas (filum Porifera),
en donde varios amibocitos se reoonocen y forman una colonia. La adhesi6n
.intercelular se lleva a cabo y se dan las interacciones necesarias para
formar un organismo multicelular. Sin embargo, estas c&lulas son capaces
de reconocer organismos extranos (no relacionados filogenéticamente) los
adhieren a su superficie, los ingieren (endocitosis) y los degradan por
digestifn intracelular (8). Esto indica que la fagocitosis y digestién
intracelular de las particulas extranas son parte de wn necanlsno de ocon-
servacién de la individualidad y del ejercicio de la defensa. Una condi-
ci6én para que esto ocurra es que exista la capacidad de reconocimiento y _

discriminacién entre los componentes propios y extranos.

Metschnikoff en 1882 (23') observ® que en los. erizos de mar existen
células capaces de reconoceyr y englobar particulas extranas, y que consti
tuyen su sistema defensivo. Este mecanismo de discriminacién propio-extra
no se ha oconservado en la escala evolutiva hasta las esmciés mis avanza-
das de mamiferos. Sin embargo, &ste no es capaz de distinguir entre conpo.



nentes extranos diferentes o entre componentes propios diferentes, simple-—
mente hace la discriminacién propio-extrarno.

Este mecanismo estd a cargo de células con capacidad fagocitica que
en los vertebrados conforman el Sistema Retfculo Endotelial o modernamente
llamado Sistema Fagocftico Mononuclear (SEMN), el cual se encuentra ubicado
en distintos 6rganos y sus células efectoras tienen caracterfisticas propias
acordes oon el 6rgano o tejido en el que se encuentran: células de Kupffer
en los sinusoides hepéticos, cé€lulas reticulares en los centros linfoides,
células gliales en el sistema nervioso central, células de Langerhans en
los epitelibs, macréfagos e histiocitos en tejido oonjuntivo, monocitos
en la sangre, etc. Todos ellos derivan de la serie monoblastica y provie-
nen de una cflula germinal que se ubica en la ﬁédula Gsea. Este sistema
de reconocimiento estd intimamente ligado al sistema inmunoldgico ya que
cualquier substancia que entra al organismo es reconocida, captada y proce
sada por estas c€lulas y despuss presentada a los linfocitos para echar
a andar una respuesta altamente especifica que es la inmmolSgica. Inde—
pendientemente de &sta fltima, las c&lulas del Sistema Retfculo Endotelial
(macréfagos) cumplen con la funcién de discriminacién y de primera barre-
ra defensiva contra lo extraro, con lo que se constituyen en wn factor im—
portante para la preservacién de la identidad y de la individualidad celu-
lar (1).

Sin embargo, debe considerarse que a pesar de poseer esta capacidad
discriminativa este no es un mecanismo especifico de reconocimiento; por lo
que se le ha calificado como no-inmunol6Sgico (12) . Para explicar este fenS
meno y su mecanismo se han planteado muchas hipStesis las cuales han sido |
estudiadas en diferentes modelos; uno de los mis empleados es el modelo:
macréfago tisular vs. eritrocito (26) o macr6fago vs. otras c€lulas
de f&cil manejo {n witho.

Perkins (27) encontr6 que entre mis distante es la relacifén filogenéti
ca entre la especie donadora de la célula fagocitica y la de la particulé,
la capacidad para adherir y fagocitai', aunenta. Esta correlacién (indice
fagocitico y relacién filogenética) también se ha observado en la fagocito
sis de proteinas agi:egadas (6) . La fagocitosis es selectiva ya que el ma— :
cr6fago no fagocita a dos particulas extrafias a la vez, es decir, primero
"reconoce" y fagocita a una y luego a otra (26). Al estudiar la capacidad

de los macr6fagos peritoneales para reconocer células homSlogas y heterSlo-



gas en rata, ratén y cobayo en un sistema de fagocitosis {n vitw con timo
citos o opsonlzados se encontré que los macréfagos de rata y ratén fagoci
tan timocitos homSlogos alterados y heter6logos normales; los macréfagos de
oobayo fagocitan unicamente timocitos de pollo. Esto indica que los macré-
fagos de mamiferos poseen capacidad para discriminar células homSlogas de
heter6logas (28). En el reconocimiento xenogénico, entre macréfagos de ra-
tén y fibroblastos de rata y de pollo, se observa que los primeros fagoci-
tan a las células blanco de pollo pero no a fibroblastos singénicos o alogé
nicos (29). Sin embargo, los macréfagos no solo fagocitan particulas extra
nas sino que pueden ejercer &ste efecto sobre cflulas propias. Asf, los
macréfagos peritoneales reconocen y fagocitan eritrocitos viejos y también
jovenes singénicos si son tratados con tripsina n vitnwo (30) u otros
agentes quimicos como tioglicolato, peryodato, entre otros (31). Esto su-—
giere que el reconocimiento requiere de estructuras intactas en la superfi-
cie de la célula propia. Igualmente, los eritrocitos infectados con el vi-
rus de leucemia Rauscher son eliminados por macréfagos singénicos norma-—
les; oon esto se confirma que los receptores de membrana son importantes en
el reconocimiento de oflulas isologas deterioradas o alteradas (32).

Otra de las funciones del macr6fago, ademds de la de eliminar de la
circulacién a los eritrocitos viejos, es la de depurar al organismo de otras
células propias pero envejecidas o deterioradas .(33,34). Para explicar el
mecanismo de discriminacién se ha sugerido la existencia de cargas negativas
en la membrana de los eritrocitos, lo ‘cual seria un requisito importante
para mantenerse en circulacién: dichas cargas‘ disminuyen con la edad de las
células (22, 34), lo que las harfia mis adhesivas en su contacto con las cé&-
lulas del Sistema Reticulo Endotellal y por lo tanto fagocitables (36). Se

ha propuesto que el &cido siflico juega un papel fmdamental en este proceso.

Este compuesto se encuentra presente tanto en las particulas extranas como
en las propias, y estas serén o no fagocitadas depemhendo del contenido

de &cido en la superficie de la membrana, constituyendo el glicocalix (35,
37,38). lLas c€lulas de Kupffer de rata adhieren firmemente eritrocitos de
rata o ratén tratados con N-acetil neuraminidasa (sialidasa) y no asfi eritro
citos normales (39). Este fenSmeno tamblé.n se observa en linfocitos trata
dos con esta enzima. Esta se ha empleado para permitir fagocitosis de oé—
lulas homSlogas. De acuerdo con las observaciones realizadas por otros



autores (40,41), al remover los residuwos de &dcido N-acetil-neuramfnico, la
superficie de dicha c€lula expone residws de galactosa; esto promueve la
unioén a células hepdticas singénicas en donde probablemente la presencia
de wna "lectina" permita la wnién a residuws de galactosa (42). El proce-
so de envejecimiento provocarfa también &ste tipo de interacciones, por lo
que se ha postulado que con la edad tanto los linfocitos como los eritroci
tos sufren cambios en la superficie que al ser detectados permiten que
sean retirados de la circulacién (43,44).

Para explicar la capacidad de distinguir entre lo propio y lo extrano
se han propuesto diferentes mecanismos. Algunos autores sugieren, en base
a ciertos hallazgos, que las opsoninas son los mediadores del reconocimien
to y la adhesi6n (45,46). Estas moléculas tendrian, por wn lado, sitios
activos especificos para los componentes propios alterados o para el mate
rial xenogénico y por otro una estructura que serfia reconocida por recepto
res en el macr6fago, especificos para cada tipo de opsonina. Se sugiere
que estos componentes podrfan ser anticuerpos (43), o la fraccién b del
componente 3 del sistema de complemento (C3b) (47,48,49) . Sin embargo, no
en todos los casos en los que se aprecia fagocitosis xenogénica por macré—
fagos se pueden detectar titulos de anticuerpos en el suero (50). Ademds,
se sabe que el reconocimiento de lo extrafio también puede ocurrir en ausen
cia de suero (51). Por otra parte se conoce que los anticuerpos (como efec
tores de una respuesta inmune inducida) se forman como consecuencia de un
reconocimiento previo del material propio o extrano por parte de la cflula
especifica (27,49). BAdemds, algunos autores han reportado que (52,53) la
especificidad de los anticuerpos parece estar relacionada con el previo
reconocimiento de la particula extrana por los macnSfagos. Sin embargo,
actualmente se sabe que la formacién de los anticuerpos es poéferior al
reconocimiento por el macréfago 1o cual hace inconsistente esta proposi— -

ci6n.

Otros autores han propuesto que el macréfago tiene la capacidad de re
conocer substancias e:étraﬁas, ya que células- propias no alteradas a las
que se wnen proteinas extranas ((bncanévalina A) pueden ser fagbcitadas (54) .
Weir (12), en cambio sugiere que el reconocimiento del material extrano
por parte del macrSfago estd dado por la interaccifn entre las glicopro—



tefnas de la clula fagocitica y los carbohfdratos ubicados en la superfi-
cie de las particulas extranas, en especial los microorganismos, sin que
intervenga niﬁgﬁn receptor. especifico. Sin embargo, este autor pudo inhi-
bir la adhesi6n utilizando diferentes azucares. .

Por otra parte, se ha sugerido la presencia de receptores en la su-
perficie del macr6fago capaces de ligar células danadas o alteradas y cé€lu
las xenogénicas (20,28,46), asi como la existencia de receptores en el ma
~ cr6fago capaces de reconocer estructuras que en las cflulas propias norma-
les estan emmascaradas por carbohidratos (55), neurocamilosas (56) o molécu
las cargadas (57). Estas estructuras al sufrir alteracién permitirian la
exposici6n de estructuras propias que serfan reconocidas por el macréfago
lo cual desencadenaria su atrapamiento (58).

También se ha planteado la existencia, en la superficie de las c&lu-
las de un organismo, de wn marcador para lo propio, el cual seria especie-
especifico con sus receptores respectimé, en'macréfagos (59) y linfocitos
(60) . Alternativamente se propuso la existencia de receptores tanto para
lo propio como para lo extrano (28,53).

En general, los mecanismos de reconocimiento intercelular estan aso-
ciados a estructuras en la membrana plasmética que permiten desencadenar
diferentes tipos de interacciones posteriores al reconocimiento mismo.

Asf por ejemplo: la adhesifén intercelular establece la consecuencia del

" fendmeno de reconocimiento en la histiogénesis (5) o la formacién de colo-
nias (61); la migracién celular en la morfogénesis (6), y otras. En el ca
so de los macréfagos afin no se esclarece cual es el evento consecuente al
reconocimiento. Si el macréfago tuviera capacidad de reconocer lo- extrano,
a través de una estructura de membrana, la consecuencia serfa '1a adhesi6n
y fagocitosis, en cambio, si el macr6fago tuviese la capaciaad de reconocer
lo propio la consecuencia serfia la separacitn de la célula reconocida y
por tanto la no interferencia en su actividad biol6gica. La demostracién
de una u otra consecuencia aportarfa evidencias a favor de alguna de 1as
dos posibilidades.

En sintesis, se puede agrupar a los posibles mecanismos de reconoci-
miento en dos opciones hipSteticas: 1) la presencia de receptores para lo
extrafio y 2) la presencia de receptores para lo propio.
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La primera opcifn encierra la posibilidad, bastante remota, de que
el macr6fago tenga infinidad de receptores para una casi infinita coleccién
de posibles sustancias extranas con las que pudiera entrar en contacto y js]
der ejercer sobre &stas su efecto fagocitico. Esta posibilidad por cues —
tiones de limite espacial y funcional del macréfago se hace dificil, pero
requiere su comprobacién o rechazo en forma experimental.

En este trabajo se buscaron evidencias en favor de la segunda hipSte-
sis (existencia de receptores para lo propio), la cual implica la presencia
de una senal o marcador de "lo propio" en células homSlogas que pudiera
ser reconocida como tal por el macréfago de la misma especie. Para susten-
tar esta hipStesis de trabajo se asumi6 que el macréfago se encuentra en un
estado fisiol6gico permanente de fagocitosis y que la presencia de estas
"senales" en la superficie de la célula en reconocimiento podrian modularlo
negativamente al tomar contacto.

la carencia o ausencia de estas "sefiales" determinarfian en cambio, el
atrapamiento y endocitosis de la partfcula o c€lula. Para tal efecto, se
examind la actividad discriminativa de los macréfagos de ratén midiendo su
capacidad para adherir y fagocitar eritrocitos de la misma especie y de es
pecies ocon diversa relacifn filogenética. A los eritrocitos homSlogos se
les someti6 a distintos tratamientos con el propSsito por una parte de en-—
mascarar y, por otra, para eliminar la supuesta senal o marcador de lo -“prg
pio", buscando que el macréfago los reconozca como extranos. Todos estos
procedimientos fueron realizados «n vitro y como método de estimacién del
fenbmeno de rea)mcunlento se determmd el indlce fagocitlco en sistemas de
cultivo de oSlulas.
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MATERTAL Y METODOS.

Animales. Se utilizaron ratones (DI (cepa abierta), de ambos se
x0s y de 25 a 30 g. reproducidos en el Bioterio de la Facultad de Medicina
U.N.A.M., donde se criaron exclusivamente con purina y agua ad £{bitum.

(2lulas blanco. Se utilizaron eritrocitos de rat6n (sistema
homSlogo) 1los cuales se obtuvieron por sangrado cardfaco. Los animales

fueron sacrificados por dislocacién cervical y se les practioS una interven
cién quirfirgica, consistente, en wna incisién longitudinal en sentido ante-
roposterior en la regién ventral. Se abrié la pared anterior del tor&x por
fractura del esterndn, para localizar el corazon, realizando una incisién,
en la aurfcula derecha; la sangre asf obtenida, se extrafa con una pipeta
de transferencia y se colectaba en un tubo con perlas de vidrio en condicio
nes de esterilidad. El tubo se sometid a agitacién para producir desfibri-
nacién mecdnica, luego se centrifugs »(1000 r.p.m. durante 5 min en una
centrifuga refrigerada) para separar el paquete de cflulas y el suero; &s-
te (iltinmo se guardS a 4°C hasta su uso. Se evit6 la utilizacién de anti-:
coagulantes para prevenir efectos negativos en la adhesién celular. EL pa-
quete globular fve lavado tres veces mediante centrifugacién (300 x g) con
solucién balanceada de Hank's (SSBH), pH 7.2

Se obtuvieron ademds, eritrocitos de pollo, por sangrado yﬁgular; de
oobayo, por puncién cardidca transtordxica, y de burro y carnero por puncién
venosa; todos bajo las mismas condiciones de esterilidad. Ia sangre se
olectS y se almacenS en solucifn de Alsever (62). Antes de emplearla, los
eritrocitos fueron lavados con SSBH tres veces por centrifugacitn.

Marcado de las células blanco. A 0.5 ml de paquete de eritroci
tos homSlogos o heterSlogos, se les adicioné NaCrO (51Cr, 5 Ci/mol, ININ)
en 100 pl de NaCl al 0.9%, y 0.4 ml de SSBH. Se incubS durante 30 min. a
37°C; posteriormente la suspensién se lavd tres veces con SSBH y los glo—
bulos rojos se resuspendieron en medio de cultivo (RPMI 1640, GIBOD, N.Y.)
[suplementado con suero fetal de ternera (SFT, GIBOD, N.Y.) al 10%] penici-
lina (10 u.i/ ml) y estreptomicina (1 mg/ml).
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Envejecimiento de las c€lulas blanco. Ios eritrocitos suspendi-

dos en solucién de Alsever se dejardn almacenados a 4°C durante 2 meses.
Después de este lapso las c€lulas lisadas se eliminaron porv centrifugacitn y
las células restantes se consideraron eritrocitos viejos. En algunos experi
mentos las subpoblaciones de eritrocitos fueron separadas por flotacién dife :
rencial (63), en una centrffuga a 15°C a 2000 x g por una hora. ILa parte
superior del paquete celular se considerd compuesta fundamentalmente, por cé
lulas jovenes y las del fondo por eritrocitos viejos (64). -

Tratamiento enzimitico de las oflulas blanco. Después de haber
sido marcados con el isotopo radiactivo, alicuwotas de eritrocitos se incuba-

ron a 37°C por 30 min en SSBH, oon las siguientes enzimas: Tripsina
(Merck, tipo III), 100 ug por cada 20 ul de paquete de eritrocitos; Siali-
dasa (N acetil-neuraminidasa, Sigma), 50 wnidades por cada 20ul de paguete
Pronasa (Sigma); Papafna (Merck) y amilasa (Sigma), 1 mg por 0.5 ml de pa
quete de eritrocitos. Ia digestifén fue terminada por enfriamiento a 4°C.
Las cflulas se lavaron tres veces ocon SSBH, se resuspendieron en medio de
cultivo y se ajustaron a una concentracién de 5x10° oSlulas por ml ..

Sueros y factores séricos. EL suero fetal de ternera (SFT) se

inactiv6 a 56°C por 30 min en bafo Maria para-eliminar las opsoninas dependie._r_l.
tes de complemento (C3b). Ia adsorcién con los eritrocitos respectivos,

para eliminar anticuverpos heteréfilos, se llewo a cabo mezclando un volumen

- de cflulas con dos volumenes de suero. Esta mezcla se incubd durante una

hora ‘a temperatura ambiente. Ios eritrocitos se removieron por centrifuga- -
cién a 1000 r.p.m., por 5 minutos.

El suero homSlogo de ratdn para ser empleado en algunos experimentos
se dializ6 contra un litro de agua; el difusado (lo que ‘queda;fuexa de la
bolsa de dialisis) se oconcentrd por liofilizacién, y se i‘e’susperidié en solu
ci6n salina para su uso. Diferentes cantidades de este material se’ pasaron
a través de una columa de Sephadex G-25 calibrada con PBS (solucién balan- -
ceada de fosfatos) pH 7.2; esta soluci6n también fue usada como eluyente.
Se ocolectaron fracciones de 5.0 ml cuya densidad 6ptica fue determinada a
280 nm de longitud de onda en un espectrofotSmetro (Zeiss).

En los casos en los que no se utilizé suero o factores séricos, se

13
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uso un suplemento de suero (SS), para mantener la mono capa de macréfagos
adheridos al vidrio. Este susfituto nutricional y de presién ondStica
tiene la siguiente composici6n: lactoalbfmina hidrolizada (Difco) 4.7 g;
gliocSgeno de ostra (Merck), 1.0 g; polivinil pirrolidona (Merck), 0.75g;
I~glutamina (Merck), 20mg; pantotenato de calcio (Merck), 10 mg; agua
destilada, 100ml . Se prepard de acuerdo al método de Stuart (65) utili—

zando concentraciones similares a las del suero.

(Elulas fagociticas. A los animales donadores de las células
blanco homSlogas (ratén), se procedid a inyectarla en la cavidad peritoneal
5.0 ml de SSBH oon heparina (1 u./ml). El lfquido se recuperd ocon pipetas

de transferencia a travé€s de un orificio abierto en el peritoneo parietal y
se colect6 en tubos de plastico (Falcon). Esta suspensifn se centrifugd a
1000 r.p.m. por 5 min. EL paquete de células se suspendidé en 1.0 ml de
NH,CL al 0.89% y se 1ncub6 a 37°C por 5 minutos para eliminar los eritroci
tos ocontaminantes; posteriormente las cflulas se lavaron tres veces con
SSBH. De las células obtenidas de esta manera aproximadamente el 80% son
macréfagos; y el resto son granulocitos y linfocitos (65). Para eliminar
éstas filtimas, las cflulas peritoneales se resuspendieron en medio de culti:
vo, se ajustardn a 2 x 10° oflulas/ml y se adicionaron a tubos de vidrio de
fondo plano (1.0 ml/tubo) para permitir adhesién de los macréfagos por incu
bacién a 37°C en atmosfera hiimeda y con una mezcla de aire (95%) y CO»

(5%) durante 3 horas. Después de este tiempo, las células no adheridas se
eliminaron mediante lavado exhaustivo con SSBEH, quedando las células adheren
tes cbnstituidas en un 95% por macrdfagos de acuerdo a la obsé.rVacidn mi-
croscdn" -a. En algunos tubos se colocS en el fondo wn cubreobjetos con la
finalidad de observar y comprobar medlante m:.cmsoopia la adhesi6n de macré
fagos y la fagocitosis de eritrocitos como control del fndice fagocitlco ob
tenido con eritrocitos marcados con *'Cr.

Ensayo de fagocitosis. Eritrocitos marcados y tratados o sin

tratar con enzimas se suspendieron en 450 pl de medio de cultivo al que se
agregd 50 pl del suero utilizado o alguna de las fracciones del suero obte-
nidas por cromatografia, segln las condiciones experimentales. La suspen-—-
sién se agregS al cultivo de macréfagos. En los casos en los que no se
empleb suero se adicions suplemento de suero, como sustituto. Esta mezcla




se dej6 incubar durante 45 minutos en condiciones de cultivo. Pasado
este tiempo, se eliminaron las células no adheridas o no fagocitadas por
los macr6fagos mediante lavado cuidadoso y exhaustivo con SSBH. Después
de esto, a los tubos con eritrocitos marcados con °!Cr se les agregs

500 pl de NaCGH, 0.5 N, para desprender las c€lulas del fondo del tubo,
una é]iqmta de 100 yl de esta mezcla, se utilizé para medir la radiocac—
tividad (cuentas por minuto, c.p.m.) en wn ocontador de radiaciones ga-
mma (Packard). Se deteminé, ademds, el ntmero de C.p.m. emitidas por
una cantidad conocida de eritrocitos; esto permitié calcular el nfmero
de c.p,m. gue corresponde a cada eritrocito, con lo cual se pudo calcu-
lar el ntmero de eritrocitos adheridos y fagocitados por macréfagos, co-
nociendo el ntmero de macr6fagos por tubo. ELl Indice fagocitico se ex—-
presé como el ntmero de eritrocitos fagocitados éor 100 macr6fagos via—-

bles.

A los tubos con eritrocitos no marcados y que contenian un cubreob-
jef:os en el fondo, después de remover la solucidn de SSBH, se les adicio
né, 500 ul de metanol absoluto (Merck) y después de 12 horas se realizé
la tincién de Giemsa (66).

Obtencién de anticuerpos anti-eritrocito de ratén en conejo.

A conejos Nueva Zelanda (adultos jovenes), se inocul6 por via intrave--
nosa 0.5 ml de una suspensién de eritrocitos de ratén al 2%, una vez
por semara durante un mes. Al cabo de este tiempo se sangrd por puncién
de la vena 'marginal de la areja, se permiti6 la coagulacidﬂ y se extrajé
el suero con una pipeta de transferencia. Para conocer la cantidad de
anticuerpos en el suero de conejo, se utilizé el método de hemaglutina—
cién (67). Esta reacci6n inmmolSgica se efectfia al combinar. antigenos
particulados con sus anticuerpos especificos. Esta es considerada como
wma reaccién de alta sensibilidad pero no permite la cuantificacifn exac
ta de anticuerpos; los resultados se expresan en funcifn de la mayor di
lucién del suero que pemite' la observacién de un aglutinado; a esta di-
lucién se denamina titulo del suero. Se utilizé el método de la microti
tulacifn en placas (Falcon) haciendo diluciones seriadas del suero con

SSBH. A cada poch se agregS 50 pl de suero a la diluci6n correspondien— -

te y 50 1l de wma suspensidh al 2% de eritrocitos de ratén. En un suero



se detectS un titulo de 1:260,000, lo que permitié ser considerado ocomo
suero hiperinmune; é&ste fue utilizado para los experimentos en los que
se tratd a los eritrocitos con anticuerpos.

Purificaci6n de gama-globulinas de conejo anti-eritrocito de ra

tén. Se obtuvo suero hiperinmume de conejo (50 ml), y se le adicions wn

volumen igual de PBS para diluir las proteinas. Las gama globulinas se
precipitaron con (NH4)2S04, al 33% de Saturaci6n, segtn el método de Por-
ter (69). Ia mezcla se dej6 agitando a temperatura ambiente durante 24 -
horas. Posteriormente se centrifugé a 2000 r.p.m. por 10 minutos resus-
pendiendo en el volGmen inicial con PBS pH 7.2. Este procedimiento se

repiti6 3 veces y por fin se dializé por 24 horas para eliminar el (NH4),

SO4. Se determind la concentracién de protefnas por el método del reacti
vo de Folin (68). ’

Fragmentacién enzimitica de las gama-globulinas. Para obtener

fragmentos de anticuerpos se utilizé el método de Porter (69) empleando
una solucién \de gamma—-globulinas de conejo anti-eritrocito de ratén

(6.5 mg/ml) que se incubS en presencia de 25 ug de papaina (Merck) adi- -
cionada con 0.12 mg de cistefna y 17.07 mg de EDTA (tetra-acetato de eti-
lendiamina) , por 16 horas a 37°C en bano Marfa. Ia reaccidn se detuvo
por adicidn de acetato fenil—nercurico (Merck) 1.5 mg y se dializé contra
buffer de acetatos 0.01 M por 24 horas.

Cromatograffa de intercambio ionico para separar Fc de Fab. En
(]

este tipo de cromatograffa se necesita de una matriz insoluble a la cual
los grupos cargados han sido covalentemente unidos. ILos grupos cargados
estan asociados con los iones contrarios. Estos iones contrarios pueden
ser reversiblememte cambiados con otros iones de la misma carga sin alte—
rar la matriz. En este tipo de cromatografia las moléculas del soluto
son separadas en base a las diferencias de comportamiento &cido-base.

Ios intercambiadores pueden ser catifnicos o anifnicos. En este procedi-
miento de separacién de fragmentos de anticuerpos se uso como matriz Car-
boxi Metil Celulosa (QYC) de acuerdo al método descrito por Porter y Edel
man: (69). Esta se empact en una columa de 1.5 x 50 cm y se le agregd

10 ml de la mezcla de fragmentos obtenida por digestién papafnica. Se




eluy6 con un gradiente de acetato de sodio de 0.01 a 0.5 M, pH 5.5. Se-
obtuvieron fracciones de 5.0 ml y se monitoreo con un registrador LKB. El
fragmento Fab (fragmento de la regién amino terminal de los anticuerpos y
que contiene el sitio de wnidn con el antigeno) se obtuvo en el primer pi-
@ y se determing su actividad ensayando la inhibicién de la hemaglutina—
cifén con suero completo. Ias fracciones restantes, conteniendo los demds
fragmentos de las inmunoglobulinas (Fc), no fueron utilizadas.

Adsorcifén del suero o fracciones de inmunoglobulinas. Ia elimi-

nacién de los anticuerpos (0 sus fracciones con actividad para wnirse al
antigeno, Fab) dirigidos contra determinantes antigénicos de componentes
celulares, se realiz6 mediante adsorcién incubando c€lulas y suero. Las
cflulas hepédticas, esplenicas o renales de ratén utilizadas para adsorber
suero de conejo anti-eritrocito de ratén fueron obtenidos mediante la diso
ciacién del O6rgano respectivo a través de una malla fina de acero inoxida-
ble. Las cé€lulas en suspensién fueron sometidas a choque osm6tico con
agua destilada esteril para eliminar a los eritrocitos contaminantes. EL
paquete celular obtenido por centrifugacifn con SSBH se mezclS vollmen =2
volimen con el suero previamente inactivado a 56°C por 30 minutos y se
dejo incubar por 1 hora, con agitacién intermitente a temperatura ambiente.
Déspués de la adsorcifn, el suero se separé del paquete por centrifugacitn
a 300 x g durante 10 minutos.

La adsorcién de sueros con eritrocitos fue también volimen a volfmen
a 4°C oon agitaci6n durante 24 horas. EL suero se separ$ por centrifuga-
ci6n a 150 X g por 15 minutos. ' '
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RESULTADOS .

> Determinacién de la actividad especifica del °!Cr necesaria

para el marcado.de eritrocitos. Para determinar las condiciones adecua—

das en las que deberia llevarse a cabo el registro de fagocitosis se proce
dio a establecer la cantidad de 5!Cr que se adicionarfa a los eritrocitos
para obtener una marca adecuada, estas c€lulas fueron incubadas (al 10% en
SSBH) oon diferentes concentraciones de Na®Cr0, (cromato de sodio). Asf
se pudo apreciar la cantidad de marca que incorporan y detienen los eritro
citos ante disfintas actividades especificas del isGtopo. En la fig. 1 se
aprecia esta variaci6n y permite observar que la cantidad de marca tanto
en los eritrocitos de carnero como en los de ratén esta en relacifn lineal

oon la actividad especifica usada en microuries por ml (uCi/ml).

Para determinar la cantidad de °'Cr que se emplearia en los experimen
tos se oonsiderd, entonces, que &sta deberfa ser lo suficientemente alta
como para que al ser detectada permitiera evaluaciones estadisticas, y a
su vez no representara un gasto excesivo de material radiactivo. La canti
dad escogida bajo este criterio, fue de 20 Ci/2x 107 eritrocitos ( 1.0 ml).

Estas oflulas no sufrieron cambios t6xicos visibles ante tal concen—
tracién de Na®lcr0, . -

Deteminacién del tiempo 6ptimo de incubacién para la fagocitosis

Oflulas peritoneales adherentes de ratén (1 x 10® por tubo) fueron incuba-
das por distintos lapsos de tiempo con 2 X107 eritrocitos de carmero en
presencia de SFT adsorbido e inactivado. Al cabo de cada incubacifn se
determino el indice fagocitico (i.f.) y se estableciS asi el tiempo nece-
sario para pemmitir la méxima fagocitosis. Ia fig. 2 muestra la variacién
del i.f. en el tiempo, si se permite la interaccifn de las células fagoci
ticas oon eritrocitos heterflogos en sistema de cultivo de cflulas. Aun-
que el indice fagocitico era ligeramente mayor a las 2 horas de incuba—
cién, la diferencia no fue estadisticamente significativa en relacién pro
medio de la primera hora.

18

i e e e O —



c.p.m. X 10“4

24

20

18 —

14 J

20

T T { {
20 40 60 80 100

}__Ci/107 eritrocitos

Figura 1. Determinacién de la variacién en la cantidad de
marca incorporada a eritrocitos de carnero (@) o de ratén (0)

en relacién con la actividad especifica de 51Cr (uCi/ml) usada. -

La concentracién que se utilizé en los subsiguientes experimen-—
tos fue de 20 pCi/ml.
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Figura 2. Fagocitosis de eritrocitos de carnero por
macréfagos de ratén, a diferentes perfodos de tiempo de incubacién
en condiciones de cultivo. Se observa que a las dos horas de incu
bacién se alcanza el mayor fndice fagocitico (* I. £ = ntmero de
globulos rojos de diferentes especies adheridos o fagocitados por
100 macr6fagos) . Sin embargo, no hay diferencia estadfstica con
la primera hora, por lo cual se detemind que una hora era tiempo
suficiente para examinar la fagocitosis.
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Determinacién de la relacifn Sptima macréfago-eritrocito

(Mp/e) para permitir el grado mds alto de fagocitosis. Distintas cantida-

des de eritrocitos fueron incubados con una misma cantidad de macréfagos
(MP). La fig. 3 muestra que el mejor indice fagocftico se puede alcanzar a
partir de la relacién M3/ e de 1/10.

Fagocitosis de eritrocitos de diferentes especies. Ia fogocito-

sis de cflulas xenogénicas por parte de macr6fagos normales en ausencia de
anticuerpos es un hecho miltiples veces reportado (28,70,71,72). En este
experimento se examinS comparativamente la fagocitosis de c€lulas rojas
de diferentes mamiferos, por macréfagos peritoneales de ratén en la mono-
capa, en presencia de SFT adsorbido e inactivado. En la fig. 4 se apre—
cfan las diferencias al observarse microsoSpicamente. Estas se represen—
tan graficamente en la fig. 5. En los experimentos control (Mp y eritro-
citos de ratén) la fagocitosis no fue la esperada por los macréfagos en
porcentajes casi similares a la de ciertas c€lulas xenogénicas como hams-
ter y rata y ligeramente menor en burro. Cbnsiderando que este resultado
no es compatible con lo que se espera que ocurra 4n uivo, se agregd al
cultivo swero autolégo con la intencién de semejar las condiciones A{n vivo.
La fig. 6 presenta el Indice fagocftico de eritrocitos de diferentes espe
cies (iricluyendo ratén) por macréfagos normales de ratén (MNR) en presen
cia o ausencia de suero normal de ratén (SNR); cuando é&ste no se anadié

al cultivo se utiliz6 suplemento de suero (SS) en la misma concentracién.
Aparentemente no existe correlacién entre la magnitud de la fagocitosis

y la distancia en la escala filogenética. Ia fagocitosis de células rojas
xenogénicas es ligeramente mayor en presencia de suero que en su ausencia.
Ia fagocitosis de eritrocitos autol6gos es anulada por SNR. Ia diferencia
se aprecia en la fotografia de la fig. 7. Las modificaciones que se pro-
ducen en el indice fagocitico por presencia de diferentes concentraciones
de SNR, suexb fetal de temmenra (SFT) y SS se aprecian en la fig. 8.‘ Se
observa la dependencia de la dosis para su actividad bioldgica. la fago-
citosis de eritrocitos autoldgos se incrementa cuando el SNR es dJ.luido
mientras que la dlluc16n de SET decrece levemente el indlce fagocitlco.
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Figura 3, Variacién del indice fagocitico cuando se incuban
distintas cantidades de eritrocitos con una misma cantidad de macrd
fagos para determinar la relacién 6ptima entre ambas células. Las can

tidades de eritrocitos variarion en términos logarftmicos. La relacién

de 10 eritrocitos por cada macrbfago (10:1) se usd en los siguientes
experimentos.
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Figura 4. Fagocitosis y adhesifn de eritrocitos (e)

hom6logos por macr6fagos (Mp) de rat6n, a) en pre-

sencia de suero (diluci6n 1:10); b) suero sin diluir;

c) en ausencia de suero. Tincifn de Giemsa. (a 40 X,
by c 100 X). '
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Figura 5. Fagocitosis y adhesidén de eritro-

citos de diferentes especies en presencia de suero fe-

o)
tal de ternera(SFT) inactivado (56 C, 30 min). El {ndi
ce fagocitico se incrementa, aparentemente, en cierta

relacién con la distancia filogenética. En el control

(macréfago y eritrocito de ratén) se observa fagocitosis

lo cual no es compatible con lo que ocuwrre in vivo..
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Figura 6. Fagocitosis y adhesién de eritrocitos de diferentes espe--

cies . - _ (incluyendo ratén) por macréfagos normales de ratén en presencia

de suero normal de raton ([il§ o uwn suplemento libre de suero_( R Se ob-

serva que no existen variaciones en la magnitud de la fagocitosis heterdlo-
ga en presencia o ausencta de suwero normal de ratén (SNR), en cambio la

fagocitosis autdldéga se reduce considerablemente en su presencia.
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Figura 7. Adhesidn y fagocitosis de eritrocitos
(e ) heterSlogos por macrSfagos (M @) de ratén
nomal. Eritrocitos de pollo ( a ), hamster
(b)), cammero (c) y rata (d ) en presencia
de suero de ratén x 100.
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Figura 8. Fagocitosis deeritrocitos deira t<_’_3n (ER) por macré—
fagos autolégos en presencia de diferentes concentraciones de SNR
(O ), SFT (A) 0 SS (#). Se aprecia que el indice fagocitico se incre

menta al diluir el SNR y que en presencia de SFT disminuye. La frac-

cién mé&s concentrada contiene 10% de SNR.
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Tomando en cuenta que este resultado también podria ser la representa-
cién 4n vivo de la eliminacién de células viejas por macréfagos,
Ain vivo (22),; se examiné la fagocitosis de eritrocitos murinos jovéﬁes y
viejos en presencia o ausencia de suero homSlogo. Ia fig. 9 presenta la
fagocitosis de eritrocitos jovenes y viejos separados por gradiente de se-
dimentacién. Se observa que c&lulas viejas son fagocitadas en grandes can
tidades aun en presencia de SNR. De ese modo, parece ser que el suero no
previene la eliminacién de eritrocitos viejos por macr6fagos, en cambio,

si previene la fagocitosis de eritrocitos jovenes.

Para deteminar las caracterfsticas de la fagocitosis autdloga en au-
sencia de suero hom3logo se estudio la dependencia de cationes divalentes
(ca**, Mgt") adicionando EDTA a la monocapa. En la fig. 10 se aprecia que
estos iones son necesarios para que se lleve a cabo tal fendmeno ya que la
fagocitosis es inhibida en presencia de este agente quelante cuya alta afi
nidad por catt es conocida (58) .

Caracterizacidn preliminar del factor sérico responsable de la

prevencién de la fagocitosis autdloga. Para determinar algunos aspectos

de la naturaleza del factor responsable, se examind la actividad de las
fracciones obtenidas por didlisis del suero de ratén (cepa (DI). Tanto la
fraccién retenida como la difundida se probaron en su capacidad para pre—
venir la fagocitosis. Se encontr6 que la actividad se localiza en la frac
cién que difunde, aunque no en la medida encontrada en el suero completo
(fig. 11) . La fraccifn retenida aun conserva algo de esta capacidad ya
que la fagocitosis es menor que la que ocurre en ausencia de suero.

En la fig. 12 se aprecia el efecto del SNR y las fracciones obtenidas
por diilisis sobre la fagocitosis autdloga de eritrocitos envejecidos
in vitho. Otra vez se demusstra que el suero total no protege a las célu-
las envejecidas de la depuracién por macrSfagos. También se aprecia que
el flufdo de la exodialisis conserv$ la mayor parte de esta actividad y no
asi el suero dializado. En ausencia de suero se pudo observar otra vez
que hay fagocitosis tanto de eritrocitos jovenesbono viejos. La mezcla
de la exodidlisis y el suero dializado no reconstituyé su actividad comple
taménte.
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Figura 9. Fagocitosis y adhesién de eritrocitos autdlogos
viejos-y jovenes (separados por gradiente de sedimentaci6n) por
macréfagos de ratén en presencia de suero autélbgo (a)oss(xk).
Se demuestra que en el suero se encuentra un factor ;ie proteccién
para el reconocimiento de c€lulas propias, pero que no protege a
células envejecidas. El factor es dializable, con peso molecular
entre 5,000 a 10,000 k D, este mantiene su efecto protector en la
adhesi_én y fagocitosis de eritrocitos jovenes de rat6n ().

El suero dializado (0O) I;ierde esta actividad. Ia reunidn de las
dos anteriores (suero dializado + exodidlisis ) no restituye to——

talmente su efecto (@ ).
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Figura 10. Fagocitosis de eritrocitos de ratén

en ausencia de SNR y en presencia de diferentes concen

traciones de EDTA. Se observa que éste tipo de adhesidn

es dependiente de cationes divalentes, pués al disminuir

la concentracién de estos disminuye el indice fagocitico.
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Figura 12. Fagocitosis de eritrocitos,. fresoos o

envejecidos, por macréfagos de ratdén en presencia o ausencia
de suero y de sus fracciones. Se aprecia que eritrocitos muy
viejos (2meses), viejos (1l mes) y jovenes (frescos) son fagoci-

tados en presencia de suero autélogo (A) o exodie_flisis (&), en

diferente magnitud. La fagocitosis en presencia de SS (®) o de

suero dializado (O ) se mantiene alta para todas las edades.
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El fluido difusible (peso molecular menor de 10,000) fue fraccionado
por filtracién en wna columa de Sephadex G-25. En la fig. 13 se muestra
el patrén de elucién. Al probar la actividad de las fracciones, se encon
tré que la fraccién exclufda (peso molecular mayor de 5.000) fue capaz de
inhibir el fenémeno de fagocitosis autOloga. Sin embargo, esta fraccitn
(M), atn después de ser concentrada por liofilizacién, no ejercié un efec-
to mds potente que el del suero completo (fig. 14). En el pico N obtenido
en la elucién también se detectod bierta actividad preventiva de la fagoci-
tosis. En cambio con la fraccién O presenta un Indice fagocitico aun ma

yor que el control sin suero.

Como el suero fue obtenido de animales de una cepa abierta, se exami-
nS la posibilidad de que en &stos existan anticuerpos contra isoantigenos
eritrocitarios (grupos sanguineos) los cuales podrfan actuar como 6psoni-
nas o como bloqueadores del reconocimiento. Para esto, se explordo la posi
bilidad de una hemaglutinaci6n cruzada entre los sueros y los eritrocitos
de 12 ratones escogidos al azar, de diferente camada pero de la misma edad
realizando todas las combinaciones posibles. No se detecté ningln tftulo
en los sueros examinados. Io anterior sugiere que factores séricos tales
ocomo aglutininas u opsoninas no intervienenen el reconocimiento por macrt_S—
fagos y la actividad de lo que denominamos SNR no es por interferencia del
reconocimiento por la presencia de los llamados anticuerpos "naturales".

En todos los experimentos subsiguientes destinados a determinar la na
turaleza del marcador de "lo propio" en la superficie de los eritrocitos
se utiliz6 el SNR para semejar las condiciones 4n vivo.

Comprobacién de la actividad de los anticuerpos y fracciones

anti-eritrocito. Al suero obtenido de los conejos inmmizados con eritro

citos de ratén se le 'detenﬁm- el tftulo por medio de la microhemaglutina—
cifn. Ia tablal mueﬂti‘a que este suero tiene caracteristicas de suero
hiperinmune con titulo de 1:1024. Por otro lado se determiné el tftulo de
este suero después de haber sido adsorbido con cflulas hepiticas, espleni-
cas y renales (de ratén) para eliminar anticuerpos dirigidos contra antf-
genos commes a varios tejidos (mmtipims) o contra antigenos de especie.
I1a eficiencia de adsorcifn se demostrd por hemaglutinacidn comparando los
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Figura 13.‘-Perfil de elucién obtenido de la filtracién de la exodidlisis .de SNR (ED) por sephadex G-25.

Se aprecian 4 picos a los que se les denomind M, N, O y P. El pico M fue obtenido en el volumen de

exclusidn.
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Figura 14. Fagocitosis de eritrocitos autdlogos sn
presencia de diferentes fracciones (M,N, O y P) obtenidas por
filtracién de ED en sephadex G-25. Se observa que en la frac=
cién M se encuentre el factor protector del reconocimiento ya -

que el I .F. se compara con el obtenido en presencia de SNR. En
cambio en ausencia de suerco y conlas fracciones O y P la fagoci
- tosis se incrementa. la escasa fagocitosis en presencia del

pico N puede deberse a-contaminacitn de M .
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EFECTO DE IA ADSORCION DEL SUERO DE CONEJO ANTI-GRR
CON HEPATOCITOS DE RATON.

Tftulo anti-GRR* log, del tftulo

Suero total 1:1024 10
Suero adsorhbido 1:128 ¥/

* E1 tftulo se determiné por microhemaglutinacién
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titulos entre el suero completo y el suero adsorbido. Ia tabla 2 muestra
que este suero posee tanto anticuerpos dirigidos ocontra determinantes anti-
F¥nicos especificos presentes en eritrocitos como dirigidos contra otros an
tigenos presentes también en las cflulas hepéticas y esplenicas, ya que en el
suero adsorbido se aprecia una disminucién significativa del titulo en com-
paracién con el suero completo. A partir de este suero se obtuvieron gamma-—
globulina por precipitacién de (NH,), SO, las cuales fueron sometidas a di
gestidn papafnica para obtener fragmentos Fab parte de la molécula del anti
cuerpro que contiene el sitio activo por lo que tiene capacidad para unirse
al antigeno pero no aglutina porgue es monovalente (69) y Fc (parte de la
molécula que no contiene el sitio para el antfgeno pero conserva algunas
otras actividades biol6gicas como la citofilia) (49). Estos se separaron
por cromatografia de intercambio ionico en QMC en cuyo perfil de elucidn
(fig. 15), se observa la presencia de tres picos de los cuales el pico I
fue probado para determinar la presencia de fragmento Fab. Para esto se
hizo el ensayo de microhemaglutinacién y, como se muestra en la tabla 3, es
te pico no mostro actividad hemaglutinante en canbio si era capaz de inhi-—
bir la hemaglutinacidén por anticuerpos completos, si previamente era incuba
do con los eritrocitos. Asimismo, el Fab adsorbido era capaz de disminuir
el tftulo tanto del suero total como del adsorbido con células honblogas de
distintos tejidos. Io anterior muestra la existencia de fragmentbs Fab
oon actividad de ligando contra eritrocitos pero con incapacidad para aglu-
tinar, lo que a su vez demustra su monovalencia y su carencia de actividad

como opsonina.

Fagocitosis de eritrocitos honblSqos "forrados" con anticuerpos

o Fab anti-eritrocitos de ratén. Oon el propSsito de interferir con el re-

oonocimiento de los eritrocitos por parte de los macrdfagos se procedid a
utilizar anticuerpos capaces de reaccionar con estructuras de la supexficie
de los eritrocitos que a su vez son compartidas por las demds c&lulas del
organismo, ante la posibilidad de que estas pudieran corresponder al marca-
dor de reconocimiento de "lo propioV

Ios eritrocitos fueron incubados con anticuerpos anti-eritrocito obte
nidos en conejo. ILa fig. 16 muestra que al blogquear el marcador con los an
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Actividad anti-GRR del suero inmune y de las frac
ciones de Ig obtenidas por digestion con papaina y
separacién con QMC2.

log, del £t 1lulo?

no adsorhido adsorbido®

suero total 10 N -
fraccién I ‘ (=) S
fraccién IT i ) i
fracci6n III ‘ : 1 *

el perfil de elucifn de estas fracciones se aprecia

en la fig. 15
el tftulo se determind por microhemaglutinacicn

la adsorcitn fue hecha por incubacién con esplenocitos
y hepatocitos de ratén normal.
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Figura 15. Perfil de elucidén de ¥ globulinas de suero de conejo anti~
ratdén que fueron sometidas a digestidén papainica pasadas por una cclumna o= car=
boxi-metil celulosa. La elucién se realizd con un gradiente de 0.01-0.5 M p& 5.5.

Los picos fueron probados para examinar su actividad por microhemaglutinacidn.
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Figura 16. Fagocitosis deceritrocitos de ratén en

presencia de inmunoglobulinas obtenidas de suero de conejo anti-ge

ritrocito de ratén. El indice fagocitico se determind en presencia

(3) o ausencia de SNR (lilll) ¥ SNC = suero normal de conejo .
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Deteminacién de la actividad de Fab (I): capacidad de
inhibicién de la hemaglutinacidén de GRR por suero de oo
nejo anti-GRR.

log, del tftulo anti-GRR en presencia de:

PES Fab I
SNR o adsorbido adsorbido?
no adsorbido  10P 5 7
adsorbido 7 4 4

2 Ia adsorcién se realizé mediante incubacién con un pa-
quete (0.5 ml) de hepatocitos de ratén. ’

b Bl tftulo se determing ror microhemaglutinacién.




ticuerpos se desencadena el proceso fagocitico, lo que refleja una incapa—

cidad de reconocimiento como eritrocitos propios. Sin embargo, este resul-
tado podria deberse a la interaccifn entre los receptorés para Fc en el ma-
crt.Sfago (49) , y los eritrocitos opsonizados con los anticuerpos especificos,
sin mediar ninguna senal o marcador bloqueado. Esta posibilidad pudo ex —
cluirse ya que también se observs este efecto cuando se utilizé el fragmen-
to Fab para bloquear tal marcador sin que ocurra el fenSmeno de opsoniza-—

cién al no existir Fc en el sistema.

Si los anticuerpos bloquean el reconocimiento. de un marcador de "lo
propio" , esta sefial debe necesariamente estar también ubicada en otras cé-
lulas (todas). Por tanto, si el suero de conejo anti-eritrocito es adsor—
bido con cflulas de otros Srganos se retiran los anticuerpos dirigidos con-
tra las estructuras commes a las células de una especie, entre ellos el
marcador. Ia fig. 16 muestra que la fagocitosis en presencia de suero o Fab
adsorbido (los cuales tienen actividad anti-eritrocito) es minima ocomparada
oon la observada con anticuerpos o Fab no adsorbidos.

Efectos de la actividad de diferentes enzimas sobre eritrocitos

en la fagocitosis homSloga. Para poder comprobar que el mecanismo de recono
cimiento esta mediado por la existencia de una molécula que funciona como
marcador de lo propio en la superficie de las células se procedid a tratar

a los eritrocitos con diferentes enzimas con la intencién de elﬁm'.nar o al-
terar el marcador de reconocimiento. Ios eritrocitos sometidos a digestién
oon papaina, tripsina, o-amilasa, pronasa y neuraminidasa, .se incubaron con
macréfagos en presencia o ausencia de suero homS5logo y se determind el indi
ce fagocitico. Ia fig. 17 muestra que en preséncia-de papaina se obtiene
una alta fagocitosis aunque también son fagocitados los eritrocitos con
a-amilasa y sialidasa. EL tratamiento con pronasa no resulto en fagocitosis
notable. Io anterior sugiere que la molécula en cuestién podria ser de na

turaleza glicoproteica.
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Figura 17. Efecto de la incubacifn de eritrocitos de ratén

con diferentes enzimas, en la fagocitosis aut6loga, en precen
cia ( lf ) o ausencia ( [J) de suero aut6logo (SNR). La di
gestién fue realizada por incubacifén con varias enzimas y las
concentraciones usadas fueron previemente reportadas en el
tratamiento de eritrocitos.
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DISCUSION.

Ninglin mecanismo propuesto hasta hoy para explicar el fenoméno de re
conocimiento ha sido ampliamente aceptado. Ios datos mis relevantes y %
consistentes son aquellos relacionados con la existencia de arreglos no-
leculares de carbohfdratos por un lado y enzimas y receptores que los
reconcoen por otro (10). Estas interacciones carbohidrato-receptor han
sido estudiadas en los sistemas de adhesién (4), en el reconocimiento his
totipico (6), xenogénico (8), en la morfogénesis (9), en la histiogénesis
(5) y en la agregacién de colonias (15). En el caso de reconocimiento
propio-extrano las interacciones carbohfdrato-receptor han sido propuestas
en trabajos aislados (21) y de manera no muy consistente. En sf, el mo-
delo de reconocimiento a través de receptores, en este tipo de discrimi-
nacién , no ha tenido &xito porque tal planteamiento debfa traer consigo
la probabilidad de wa infinita cantidad de diferentes receptores para
reconocer lo extrano ya que el evento consecuente es el atrapamiento del
material no propio por parte de las células encargadas de tal discrimina-—
cién. De hecho, el reconocimiento efectuado por parte del aparato inmune
implica la presencia de receptores especificos para moléculas extranas,
pero cada linfocito posee receptores con una sola especificidad, en cam—
bio cada macrSfago puede atrapar cualquier particula extrafia.

La posibilidad de la existencia de receptores para componentes pro—
pios sin que esto derive en el atrapamiento obliga a plantear simulténea-
mente la existencia de mecanismos que impliquen al mismo tiempo: el reco
nocimiento (interaccifén receptor-marcador) y la separacifn e inafectibi-
lidad de la célula propia, reconocida como tal, por parte de la célula fa
gocitica. | X -

Ios resultados obtenidos en este trabajo apoyan la posibilidad de la
existencia de receptores. Sin embargo, todo indica que el reconocimiento
no solo implica relaciones entre componentes celulares de superficie sino
que ademis existen factores solubles que intervienen en este proceso.
Hasta ahora los factores solubles que han sido propuestos como parte del

reconocimiento fueron los anticuerpos (43). Sin embargo, tratandose del
reconocimiento no irmune (antes del establecimiento de una respuesta inmu
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ne) esta posibilidad debe ser descartada. Ios resultados iniciales en

este trabajo mostraron que para que los componentes propios sean recono

cidos como tales, se requiere, ademds, un factor que esté presente en

el suero, el cual es de bajo peso molecular ya que puede atravesar mem-—

branas de di&lisis pero se excluye por filtracién en G-25 lo que indica

que este material tiene un peso entre 5,000 y 10,000 Daltons. Sin embar
go, parte de la actividad protectora del suero se conserva en el mate-— -

rial no difusible. Esto puede deberse a que tal factor pueda, en parte,
estar unido a otras moléculas, de igual o diferente naturaleza lo que po
drfa interferir con su difusibilidad y explicaria a su vez su presencia

en el material dializado. También subsiste la posibilidad de que su pre
sencia en el liquido retenido sea por la falta de una didlisis exhausti-
va. Aunque no se hicieron experimentos para determinar ‘la naturaleza de
este factor, dado su peso molecular, la posibilidad de que sean anticuer
pos puede ser excluida. Su papel parece el de coadyuvar con el adecuado
reconocimiento por parte del macr6fago. No sabemos si esta molécula in-
teractia con alguna estructura en el macréfago o en la c€lula blanco, y

sea asi un puente entre ambas c€lulas.

Sin embargo, aunque en ausencia de este factor se incrementa la fa
gocitosis autolSga, no todos los eritrocitos son atrapados ni todos los
macréfagos ejeréen esta funcién. Esto podria deberse a que existen di-
ferentes subpoblaciones de cflulas fagociticas, algunas ocon la capacidad
de ejercer este papel y que a &stas se résttinja la capacidad de discri
minacién. Por otro lado debe considerarse que la observacién de la fa-'
gocitoéis fue al cabo de un tiempo muy corto (1 hora) de modo que exis
te la posibilidad de que no sea el tiempo suficiente para que todos los
eritrocitos sean fagocitados.

1os experimentos de fégocit’osis oon suero en diferentes diluciones
demuestran que la actividad biol6gica del factor sérico es expresado a
trav€s de una relaci6n lineal con la concentracién. Sin embargo, a dilu
ciones altas de suvero disminuye la fagocitosis; esto probablemente es

debido a la carencia de los factores nutricionales que brinda el suero(65) .

Un dato indirecto nos sugiere la naturaleza polipeptidica de este
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factor ya que absorbe la luz a 280 nm de longitud de onda y ademis se ti
fie con colorantes para protefnas en la electroféresis. Ios datos sobre
la caracterizacif6n electroféretica no se muestra ya que no se pudo lograr
repetitividad de resultados por problemas ténicos propios de la electro-
. foresis de péptidos de bajo peso molecular.

En los ensayos sin suero la presién oncStica y ciertos componentes nu
tricionales fueron supléementados por un preparado rico en aminodcidos y en
expansores del medio (polivinil pirrolidona) llamado suplemento de sue—
ro (66). El suero fetal de ternera, usado aqui como factor nutricional y
de sobrevivencia celular, no parece contar con el factor inhibidor de la
fagocitosis homSloga , obviamente por su origen heterSlogo. Sin embargo,
estd claro que en ausencia de suero y suplemento, la fagocitosis también
puede ocurrir de acuerdo con lo reportado por Ravinovitch (51) quien deter
miné que la fagocitosis heter6loga y homSloga con células alteradas, tam
bién se llevaba a cabo en ausencia de suero. Io anterior demuestra que
las células alteradas también podrfan ser reconocidas en ausencia de fac
tores s€ricos lo cual reduce el papel de éstos en la proteccién de c€lu-
las propias no modificadas.

De cualquier manera, los experimentos disenados para examinar uma
posible sehal en los componentes propios contemplaron la necesidad de
utilizar el sistema completo, esto es, incluir el suero homSlogo en la
fagocitosis 4n vitno. Habiendo establecido las condiciones que se requie
ren para estudiar la fagocitosis homSloga en el sistema de cultivo de
odlulas ( lo cual incluyo la proporcifn macréfago eritrocito, cantidad
de marca y tiempos Optimos de fagocitosis, la presencia de suero, etc.),
se precedlo’ a estudiar, en este modelo, el fendmeno de reconocimiento mi
diendo la fagocitosis como evento consecuente inmediato y como indicador
de reconocimiento y discriminacién.

En este estudio se realizaron exprimentos para examinar la posibi-
lidad de la existencia de una estructura que sirva com "sefial" o "maxr
cador" presente en la superficie de las células autSlogas y que les
permita ser reconocidas como componentes propios por parte de los macrd
fagos. Dos procedimientos fueron ensayados: a) la eliminacitn de la
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senal y b) su enmascaramiento. Para el primer objetivo, las cflulas
blanco (eritrocitos) se sometieron a diversos tratamientos enzim&ticos
oon la intencién de digerir el componenté involucrado en el reconccimien
to. Ios resultados muestran que la digestién con papafna, neuraminidasa
y o—amilasa, resultan en una alta fagocitosis. Esto indicarfa que la es
tructura involucrada cuenta con moléculas de naturaleza protefca y glico
sfdica, y probablemente se trata de wna glicoprotefna. Sin embargo, el
tratamiento con pronasa una proteasa inespecifica no resulta en fagocito
sis, lo cual contradice la idea anterior. Una posibilidad conciliatoria
es que el marcador sea de naturaleza glicoproteica, pero para que pueda
llevarse a cabo la adhesifn al macréfago se requiere la presencia, en la
célula blanco, de algfin componente protefico o de caracteristicas simila-
res, el cual habrfa sido eliminado por la pronasa por lo que no se hace
evidente la actividad fagocitica. Por otro lado, la fagocitosis de eri-
trocitos papainizados es més acentuada en ausencia de suero al igual que
lo que ocurrriS con eritrocitos tratados con neuraminidasa. Esto sugie-
re que dicha enzima podria eliminar el sitio de accidn del factor sérico
descrito al inicio. El tratamiento con c-amilasa, en cambio, inducé fa-
gocitosis en ausencia del factor s€rico; en presencia de éste dltimo, la -
fagocitosis no es mis del doble de la de los eritrocitos no tratados y
en ausencia de suero. Esto permite inferir la posibilidad de que la
accién enzimdtica, adem&s de afectar al supuesto marcador, podria afec-
tar a otras estructuras involucradas tales cono el receptor para el fac-
tor sérico y/o a otros componentes necesarios para promover la adhesivi-
dad y la endocitosis por el macréfago.

Ios resultados de los exprimentos en los que se utiliz6 el sobrena-
dante de la incubacifn enzim&tica para inhibir la fagocitosis'm permiten
por el momento estabiecer explicaciones consistentes (datos no mostrados) .

El objetivo de enmascarar al marcador haciendo uso de mStodos inmuno
16gicos arrojé informacién sugestiva sobre la existencia de la "senal"
en cuestién. Ios anticuérpos obtenidos en conejo contra estructuras de
la ‘superficie del eritrocito de ratén, al unirse a su antigeno e impedir
la detecci6n de la sefial por parte ael macréfago resulta en fagocitosis
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lo cual indicarfa que la sefal sf fue bloqueada por los anticuerpos. Sin
embargo, también este dato podria interpretarse como el reconocimiento
de protefnas-extranas —las inmmoglobulinas de oonejo en la superficie
del eritrocito de ratén- por parte del macrdfago. Para dilucidar este
aspecto se adsorbié el suero de conejo anti-eritrocito de ratén con c&lu-
las de otros 6rganos (de ratén). Este procedimiento permitirfa remover
los anticuerpos especificos para la sefial ya que el marcador de lo propio
también deberfa estar presente en las demés células del organismo. Al
remover estos anticuerpos del suero (remocidn que fue demostrada por la
disminucién del tftulo de anticuerpos anti-eritrocito en este suero) la
reaccifn posterior con los eritrocitos dejarfa descubierto el marcador
permitiendo la unién de la Ig (de conejo) extrafia con los antigenos pro-—
pios del eritrocito. Ios resultados muestran que en esta condicitn el
proceso fagocftico disminuye, aunque no drasticamente, a pesar de estar
el eritrocito rodeado de protefnas extrafias. Esto confirma la idea ini
cial.

La fagocitosis de los eritrocitos tratados con suero no adsorbido y
la no eliminacifn total de la fagocitosis en la condicifn anterior podria
también explicarse como la consecuencia de la instalacifén de un proceso
de opsonizacién del eritrocito por el anticuerpo y su unién al macréfago
a través de los receptores para Fc de Ig con que cuenta esta oflula (45).
Este argumento se refuerza por el hecho de que estos receptores no tienen
restriccién de especi€ (30). Para dilucidar este fendmeno se realizaron
los experimentos con fragmentos de Ig anti-eritrocito de ratén, cuyo frag
mento Fc fue eliminado por procedimientos enzim&ticos pero qﬁedo la capa
cidad de wnirse al antigeno (lo que se probs pon 'su capacidad. inhibito—
‘ria de la hemaglutinacién con anticuerpos completos). Ios reéﬁltados in
dican que el Fab anti-eritrocito es capaz de bloquear la senal, lo que
resulta en fagocitosis, mientras que si se remueven los Fab anti-marca-
dor por adsorcién y estan presentes los Fab contra otras estructuras, la
fagocitosis no é.e presenta (tabla I y II).

Ios resultados anteriores se pueden considerar como evidencias a

favor de la existencia de una sefal o marcador en la superfj.cie de las



oflulas del organismo y posiblemente también en el macréfago (no se ha des
crito fagocitosis entre macrSfagos normales). Ios procedimientos de en-
mascaramiento y de eliminaci6n asf lo sugieren. Ia naturaleza de esta mo
lécula aun queda por dilucidarse. Maruta (59) en experimentos similares
induce fagocitosis de eritrocitos opsonizados. Sin embargo, sus resulta-
dos se invalidan y no son concluyentes pués-omitid los fragmentos de anti
cuerpo al no considerar la existencia de :Eeceptor&s para Fc heterSlogos

en macréfago. En el trabajo realizado aquf este paso fue considerado co=
mo primordial. ,

Las modificaciones quimicas inducidas en las membranas celulares en
algunos modelos experimentales (30, 51, 56) ha pez:mltldo establecer que
la integridad estructural de la superficie de las cflulas o partfculas
propias es un factor importante para que se efectfe el reconocimiento (45) .
Ios autores no han presentado mecanismos por los cuales tales modificacio
nes inducen fagocitosis. En base a lo a'qu_il descrito nosotros creemos que
estos tratamientos (oxidacién por peryodato, formacién de enlaces cruza
dos por glutaraldehido, digestifn enzimitica con proteasas y glicosidasas, -
etc.) lo que hacen es provocar un deterioro de la estructura del marca-
dor de lo propio. Algunos autores han propuesto que tales tratamientos
inducirfan simplemente un aumento en la adhesividad a través de interac-
ciones no especificas tales como variaciones en la carga eléctrica, ad-
quisicién de grupos quimicos reactivos o de regiones hidrofébicas, entre
otras (37, 40, 47). Sin embargo, para aceptar esta proposicién deberfa
asumirse que todas las células de un organismo tienen la misma carga y los
organismos de otras especies tienen cargas diferentes lo cual no se
apega estrictamente a lo real, ya que dentro de wn organisno;las, distin-
tas estirpes celulares tienen diferentes cargas y arreglos moleculares
en superficie. Aungue podemos aceptar las va.riéciones de carga eléctrica
esto solo haria sostenible la posibilidad de la existencia de arreglos
espaciales moléculares que permitan diferentes ubicacifn y distribucién
de los grupos cargados, Yy como se recordara en parrafos anteriores,
esta distribucién podria ser modificada ademds por tratamiento quimico.
'(bII'D se puede observar esta proposicién solo serfa una pequefia variacidn
a la hipStesis de wna sefial para lo propio, la cual incluirfa grupos
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quimicos cargados.

Maruta y col (59), han sido los finicos que han planteado la posibi-
lidad de wn ﬁarcador para lo propio que puede ser reconocido por los ma-
cr6fagos. Kolb (60), basado en estudios de autorosetas planteS la exis-
tencia de un receptor, en linfocitos, capaz de reaccionar con c€lulas
propias, sin embargo, no le asignd una funcidén en la vigilancia o en la
- discriminacién xenogénica.

Un paso que permanece en la obscuridad es la explicacién de la con-
secuencia negativa del reconocimiento; esto es, si el macr6fago es capaz
de detectar una estructura en la cflula propia e interactfa o reacciona
ocon ella, ¢ Por que la consecuencia de esta interaccién es la "no - fa-
gocitosis" ?. Por el contrario, al no detectar el macréfago tal marca-
dor no hay interaccifn receptor-marcador, entonces ¢cono se explicaria
que el siguiente evento sea la adhesi6n y la fagocitosis ?. Este con-
flicto se acentfia si consideranos lo prbpuesto por Griffin y ool. (48)
quien demuestra que no es suficiente la interaccién entre la membrana
del macr6fago y la superficie de la particula, para que el mecanismo
endocftico ocurra en forma de 'dispard, sino que éste ocurre como un pro
ceso de cerrado de "cremallera", es decir, que deben existir multiples
interacciones membrana-particula entre la superficie interior del fagoso

ma y la superficie de las particulas fagocitable.

Para explicar ésta aparente paradoja se debera necesariamente invo-
car a aquellos procesos de reconocimiento que conducen a la separacién
de las cé€lulas que se han reconocido. Un modelo bien estudiado es el de
"transito', "desplazamiento" o "caminata" de ciertas estirpes celulares a
lo largo de rutas celulares durante la embriogénesis (9,10) ,en donde
estas c€lulas van reoomcieﬁdo arreglos moleculares en la superficie de
la célula que confirman la ruta y luego de interactuar se separan para
permitir la migracién. Esto se explica mediante la existencia de proce-
sos enzimiticos durante el reconocimiento ya que la sefial estarfa consti
tuida por» un arreglo de carbohfdratos y el receptor de reconocimiento se
rfa una glicosil-transferasa que utiliza como sustrato una hexosa y como

oo-sustrato (especifico) el arreglo al que le "pega" el monosacdrido (4).
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Terminada esta reaccién la enz:.ma se separa del producto, como ocurre en
todos los procesos enzimdticos, y continia con otra reaccién pero en otro
sitio. De esta manera, se concluye que no toda interaccifén a nivel de la
superficie celular significa necesariamente la persistencia de la unién
entre moléculas en reconocimiento, como parece ser lo factible en los mo
delos que implican adhesifn. Por otra parte, si la consecuencia de la
interaccifn entre las moléculas encargadas del reconocimiento fuese la
enddcitosis, deberfa postularse necesariamente que lo que se reconoce es
una estructura extrana, lo cual, como se vio en parrafos anteriores pare
ce ser espacialmente imposible.

Por otro lado, la explicacién para la existencia del atrapamiento des
pués de la deteccién de la ausencia de "la sefial" solo serfa factible si se
asume la existencia de un status fisiolSgico de la fagocitosis, que
solo serfa inhibido cuando el macréfago detecta en una partfcula o célula,
la presencia del marcador (sefial negativa) . Esta afimmacién se refuerza,
en parte, por el hecho de que el "rasuramiento" con pronasa no induce
fagocitosis posiblemente por falta, de sustratos de adhesidn en la super-
ficie de la cé€lula blanco. _

Asi puwes, los datos mostrados pueden ser considerados como evidencias
a favor de la existencia de receptores pé.ra detectar un marcador de lo
"propio" en el organismo. Este tipo de modelo podrfa ser también el que
opere en el reconocimiento de los antfgenos de histocompatibilidad '
(HLA, H2, etc) ya que en este sistema los linfocitos de un individuo recono
cen a las cflulas alogénicas por poseer estructuras que son codificadas
por otro haplotipo (74)'. Atn no queda claro si el linfocito reconoce to—
dos los demds haplotipos (mds de 60 en humanos) o, reconoce unicamente a
los propios', y la célula que no los posee la identifica como 'a'logénica
ejerciendo sobre &sta funciones de agresidén. De ocurrir esto, se estarfa
demostrando la posibilidad de que este modelo de reconocimiento tal vez
existe en la naturaleza ocon cierta frecuencia.

Se puede enfatizar que el reconocimiento a través de receptores
para lo propio no parece ser un fenfmeno " todo o nada". El macrtSfago
no adhiere y fagocita en la misma magm.tud a todas las c&lulas heterSlo——
gas. FExiste cierta correlacién con la distancia filogenética entre las
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especies donadoras de las cflulas enfrentadas. Si la hipStesis de la
existencia de un marcador especie-especifico es correcta, lo anterior se
explicaria por la existencia de variaciones en la estructura de este mar
cador, las cuales serén mfinimas en las especies cercanas y (. mayores en
la medida del alejamiénto filogenético (mutaciones durante la evolucién).
También es posible que puedan ocurrir pequefias variaciones dentro de la
especie, lo cual explicarfa l\a depuracién aurentada de cflulas alogénicas
por macréfagos, sin mediar ningtn fenSmeno inmmolSgico. Todo lo anterior
es compatible con la gran actividad fagocitica que desarrolla el macrdfago
en presencia de microorganismos, productos vegetales, y otros, en compara
cibn con la baja actividad contra células de mamiferos, y asi se pone en
evidencia el papel defensivo y de vigilancia de esta estirpe celular.

Es posible que todos los sistemas biolSgicos de reconocimiento propio-no
propio tengan esta ﬁecénica de funcionamiento: pensemos en los protozoa-

rios y en los monocitos humanos.
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CONCLUSIONES.

En el reconocimiento aut6logo se requiere de la presencia de suero
homSlogo o aut6logo. El factor s€rico responsable es un componente
soluble de bajo peso molecular (5,000 a 10,000 kD).

El tratamiento enzim&tico de la superficie eritrocitaria, promueve
la fagocitosis aut6loga.

De la misma manera, el emmascaramiento por anticuerpos, promueve
la fagocitosis aut6loga.

Ios datos -n’ostrados' son considerados como evidencias a favor de la
existencia de receptores en la superficie del macr6fago, los cuales
permiten detectar un marcador de "lo propio" en la superficie de
las células aut6logas.
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