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Capitulo I

INTRODUCCION




En forma general; se puede obtener un cultivo de células separan—

do un fragmento de tejido en sus componentes celulares, por 1o -
general con ayuda de tripsina, después de extraer esta, la suspen
sidn se coloca en un recipiente de vidrio, o plistico de fondo -—
plano ( caja de petri o tubos de ensaye ) junto con.un nedio liqui
do ( por ejemplo el medio ideado por Eagle ) que contiene los idnes
requeridos a concentracidnes isosméticas, un nimero de aminoicidos,
vitaminas y un suero animal (6). El1 bicarbonato suele emplearse —
como un tampdn en equilibrio con el 002 del aire, situado por enci-
ma del medio,

De esta forma el cultivo de tejidos se ha convertido en una técnica
ideal para resolver muchos de los problemas relacionados con los mne
canismos de inmunidad, asi como para seguir el comportamiento de las
células en cuitivo (7).

Mediante la técnica de cultivo de clonacidén celular realizada in vi-—
tro (8), ha sido posible obtener el aislamiento de las lineas celi—
lares individuales de los tejidos linfoide y hematopoyético, asi co-
mo la diferenciacidn de varias categorias de células Precursoras de
estos tejidos (8). El1 cultivo de tejido hematopoyético Provee nuevas
oportunidades para el estudio experimental de los factores que deter
minan la direccidn de la diferenciacidn de los Precursores hematopo—
yéticos asi como la cinética de este tejido.

Hoy en dia gran nilimero de manifestaciocnes de inmunidad pueden ser -
provocadas con éxito (9). Algunas de las reaccidnes inmwnoldgicas =
que no han sido plenamente explicadas requieren anilisis pos medio -
de cultivo de tejidos in vitro (10). Por ejemplo, el problema de in-
teraccién entre las células de los tejidos, o bien el mecanismo de -

las fases sucesivas de 1la respuesta inmune.
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EL SISTEMA INMUNE

Las respuestas inmundldgicas son procesos adaptatives extraordina-

riamente versiatiles, que dan lujar a qua los animales produzcan -

proteinas reactivas 2specificas como respuesta al estimulo que pre

sentar. las innumerables mcléculas orginicas y las macronmcléculas.-—

Al parecer, esta capacidad es de adquisicidnrelativamente reciante,
va que este tipo de respuesta aparece tan solo en los vertabrados,

en los gque resulta indispensable tara la supervivencia:! astos meca-—
nismos constituyen el principal medico de defensa, tanteo frente a -
los micrcocrgdanismos ¥ a 105 virus patdgenos, como frente a las pro-—
pias céluias del huesped que presenta una degeneracidn maligna (11,
Te=,13).

£1 sistema inmune =35 comparable en complejlidad de sus funciones al

sistema nerviosoc. Ambos sistemas son Organos difusos gue se disper-—
san a través de la mayoria de los tejidos corpcrales (14,2).

=1 sistema inmune esta constituido baAsicamernte per linfocites y mo-—

téculas de anticuerpes, cuya primera funcilr =2s reconocer tantce mo-

._.J

éculas extrarias como a l1as del propic organismo {15).

En <! hombre 21 saistema inmune pesa aproximadamente C.308 Kg y con-

2 : - P - ~
siste de mas o0 menos 1 trilld: (10 2) de células llamadas 1i:1£0Ci~——

tos v cerca de 106 millones de trilldnes (1020) de moléculas liama-—
das articuerpos, los cuales son producidos y secretados por 1¢s 1in
focitos. Las células y moléculas del sistema innmune, reaccicrnan en

iz maycria de los tejides a través del torrente sanguineo, entrando
a2 los teiidos por la penetracidn de las paredes de los capilares, -
para que una vez realizada su funcidn regresea de la misma forma al

sistema vascular, o al propio sistema linfitico (Figura 1). !
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FIGURA 1: REFPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS PRINCIPALES ORGANCS QUE
SE RELACIONAN CON EL SISTEMA INMUNE (IZQUIERDA). Y LA RELACION EXIS~

TENTE ENTREE LOS VASOS SANGUINEOS Y LINFATICOS POR LOS QUE ENTEAN Y
SALEN LAS CELULAS Y ANTICUERPQOS (DERECHA).
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El1 Arbol de vasos lianfiticos ceolectan linfocitos y anticuerpos, —
jiito con otras célilas y noléculas, asi como el fluido intersti-
cial que Darla todos lcs tejideos corporales para que de esta fornma
viertan sus contenidos de regreso al torrente sanguineo por medio
de las vernas subclavias situadas atras de las claviculas (16).

Los livfeocitos se encaentrail e altas concerntracidnes en los r.odu
lcs linfatices y =2 1os sitics donde son fabricados Y prccesados:
la médaila ésea, el timo y el bazo (8). |

£l sistema inmurne esta sujetc a contirnuas altas y bajas, pcr cjem—
plc alrededor de cada media rora el cuerpo humano produce 10 millo
res de lirnfocitos nuevos ¥ 1 millen de billciies de ruevas molécu——
ias de aaticuercces,

Estc podria ser de poca importancia si todos escs anticuerpcs fue-—
ran iguwales pero nc es asi; millones de diferentes moléculas son -—
regueridas para copilar el patron de reconccimiento (17).

Los patrcrnes especificos que son reconccidos por los anticuerpos -
s2 llamar. epilopos: parte sobre la superficie de grandes moléculas
tales ccmo proteiras, pclisaciridos y Acides nucleicos, todas aque
llas moléculas que muestren €pltopos son llamados antigenos (18).
Ademas de los linfocitos v moléculas de anticuerpeos, el sistema -—.
irmure cuenta con fagocitos moronucleares ¥ polimorforiucleares, -
Dentro de los mononucleares se eancuentra el monocito circularte, -
el cual es una célula proveniente de la médula Ssea con una vida -
aprcoxirada de 8 horas que se fija a los tejidos y que ha diferencia
de lcs polimorfonucleares no :nueren una vez que deja la circulacidn
Sino gue estos maduran a macrbfagos (histiocitos) en los tejidos, -
macréfagos alveclares en los pulmones, células de Kupfer en el hi—-—
cadn y ‘macrdfagos en el bazo, ganglios linfawricos y otros sitios.

Su papel principal es el de controlar microorganismos los cuales son
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capaces de sobrevivir intracelularmente y contra los cuales los =
polimorfonucleares son inefectivos, Los monocitos pueden servir -
de ayuda a los polimérfonuclieares en las infecciones agudas; pero
aquellos fagocitan mucho menos eficientemente y carecen de muchos
de los sistemas bactericidas potentes de los polimorfonucleares.-—
Los macrbfagos son mucho mas eficientes en las infecciones croni-
cas (2,5,6). ’

Los mecanismos de defensa los podemos dividir en dos tipos: los -
no especificos y los especificos.

Los -mecanismos no especificos se les conoce tambien como inmunidad
innata, inmunidad natural o resistencia no especifica y son todos
aquellos mecanismos con los que se nace, La inmensa mayoria de las
infecciones son eliminadas aqui. .

El mecanismo especifico es aquella inmunidad que adquirimos a tra-—
vés de la vida y se caracteriza por ser: especifica; es decir la -
inmunidad contra un germen es especifica de este, inducible; para
que se genere la serie de efectores se requiere de la exposicién -
Previa del germén en cuestibdn, presenta memoria: en la cual la inmu
nidad tiene la capacidad de reconocerio cuando se le presenté por -
segunda ocasibén y es transferible; por suerc o por linfocitos,

La inmunidad adquirida se puede dividir en: activa Yy pasiva.

La inmunidad activa es aquella en que la serie de mecanismos de de—
fensa son generados por el pPropio individuo Y Puede ser: natural; -
cuando con el contacto con el germen es en forma natural (padecer -

la enfermedad) e 1nduc1da. cuando se pone en contacto con el germen
en’ cuestion en forma deliberada (vacunacién).
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La inmunidad adquirida pasiva es aquella en que le son transferi-
dos al individuc los mecanismos de defensa y puede ser tambien na
tural; paso por blacenta o pof calostro de 1los anticuerpos via ma
dre-feto, o madre-producto, y artificial; como la seroterapia.

Los seres vivos con capécidad de reconocimientc de lo propio ¥y lo
extrario, tienen una gran ventaja selectiva ya gue en el momento en
que aparescan células aberrantes, estas nocrmalmente seran elimina-—
das debido a que se le reconoceria como extraia (19).

Se calcula que un adulto tiene aproximadamente 1C0C billones de cé-
lulés y que el recambio diarioc es de-1/20. Por lo tanto la posibi-

iidad de mutantes es alta y la aparicidédn dentro de estas mutantes

ie células tumorales no se descarta; sin embargc sormalmente no -

ray aparicidn de tumores, se propone al sistema inmune como el res
>onsable de esto (Teoria de vigilancia inmunoldgica) (20).

3e le liama antigeno o inmundgeno a una s&stancia que introducida
2n un animal induce una respuesta inmune detectable celular,

,al o en la mayoria de los casos ambas, '

humo-—

xa gran mayoria de los antigencs son proteinas macromoléculares,

iunque tambien a partir de polisacaridos, polimeros sinteticos y -
mcleoproteinas se pueden obtencr anticuerpos.

’ara que una molécula pueda ser inmunogénica debe cumplir con algu

1as caracteristicas talce como: masa molecular mayor de 1¢,0CO0,

jue sea extratia, que sSea antigenica, que presente rigiaez estructu

ral; asi como de la constitucidn genética del animal; dosis y via
ile administracidn,

,0s antigencs segun su naturaleza quimica los podemos dividir en:

naturales; son todos aquellos que se encuentran en la naturaleza -

como pdlen, tierra, lana etc, sinteticos; elaborados por completo
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en el laboratorio y artificiales; que son parcialmente elaborados -
en el laboratorio,

Las sustancias conocidas como.haptenos no son inmunocgénicas pero -
reaccionan de manera muy sclectiva con el correspondiente anticuer—
PO ¥ no con una multitud de otros anticuerpos inducidos por otros -
antigenos. ' .

Les antfigencs pueden ser divididos en base a su degtino en la reépg
esta inmune en: antigenos timo-dependientes; aquellos que para gque
induzcan una respuesta inmune, requieren de la participacidén de cé-
lulas "T". Los antigenos timo-independientes; son aquellos ern donde
no es indispensable la participacion de células "Tv,

Una vez que el antigeno alcanza el sistema -linfitico, en necesario
na serie de interacciones celulares (1in£ocito-macr6fago) para que.
se induzca adecuadamente una respuesta inmune,

El macrbfago juega un papel central, en la induccidn de una respuesta
inmune con respecto a la presentacidén del antigeno, Esta célula es
la responsable de fagocitar el antigenco, procesario Y Presentarlo -
de una manera adecuada a los linfocitos (células que dan origen a -—
los mediadores de la respuesta inmune).

51 un antigenc timo-dependiente llega directamente a un linfocito —
"B" este es bloqueado y no producira anticuerpos; peroc si el antigg
no es timo-independiente, este sera capaz de producir una Fuerte ——
respuesta produciendo anticuerpos. E1 hecho de que el antigeno timo-
independiente (antigeno polimerizado)_sea capas de producir anticuer
PSS, tal vez se pueda explicar mediante 1la presentaciéﬁ del antigeno
en forma polimerizada (forﬁa de presentacidén del antigeno por el ma-
créfago al linfocdito "B™) (Figura 2).
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FIGURA 2: COOPERATCTON MACROFAGO-LINFOCITO, EW LA CUAL L MACROFAGO
PROCESA ¥ PRESENTA AL ANTIGENQ DE MANEERA ADECGUADA A LOS LIXFOCITOS.
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Una vez que el linfocito "T" o "“B" entra en contastoc con ei anti-—
geno especifico, en ura forma adecuada, comienza una fase de PYo—
liferacién que se le conoce como fase inductiva, dando origen a —
células de memoria y a células efectoras (Figura 3).

Las células de memoria.son linfocitocs pequefios gus tienen una vida
l.r7a, que al ponerse en contacto por segunda vez con un antigenc
especifico se dividen dando origen a las células de memoria v a —
células efectoras.

La respuesta irmune humoral es muy importante en la eliminacidn de
bacterias extracelulares, asi como en la neutralizacién de roxinas:
pero es ineficiente en la eliminacidn de bactarias intracelulares.
En cambio la respuesta de tipo celular juega wr. papel muy im-ortan-
te en la eliminacidn de bacterias de tipo intraceiular., asf{ como -

también en el rechazo de trasplantes y tumores.
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INMUNOGLOBULLINAS
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INMUNOGLOBULIIIAS

Las inmunoglobulinas (Igs) son moléculas glicoproteicas, compues—
tas de 21 % de proteinas y S % de carbohidratcs con actividad de
anticueroos, es decir tiene la capacidad de combinarse con la sus—
tarcia (arntigenc) que indujo su Fformacidn.

"Las inmunoglobulinas comprenden un ¢rupo heterogérieo de glicopro-—
teinas y constituyen aproximadamente un 20 % de las proteinas tota
les- del plasma.

En una electroforesis, la mayoria de las irmunoglobulinas migran -
a la zora llamada gamma—globulina, debido a esto las inmunoglobuli
nas tambien se les conoce come gamma—globulinas, sin engrgc una -—
cantidad significante se encuentra en la region de las beta-globu-
linas . =

Lecs anticuerpos son moléculas bifuncionale's ya que se unen especifi-
camente con el antigeno y también inician una gran variedad de fend—
nenos secundarios, tales como: fijacidn de complementc, liberacidn
de nistamina por células cebadas y basdfilos. La actividad biclogi-
ca de las inmunoglobulinas solamente puede ser entendida en base al
sorocimiento de su estructura. Las moléculas de anticuerpos son ex—
traordinariamente heterogéneas, como era de esperarse debido a la -
enorme diversidad de antigenos y a las diferentes actividades biold
gicaé. ‘

Cada inmunoglobulina tiene cuando menos ura unidad basica o monome-
TO, que comprende cuatro cadenas polipeptidicas, dos identipas Yy se

les lliama cadenas ligeras (L), las otras dos tambien iguales llama-
das cadenas pesadas (H) (Figura 4).
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FIGURA 4: REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA UNIDAD MONOMERICA DE UNA
INMUNOGLOBULINA, EN LA CUAL SE PRESENTAN LAS CADENAS PESADAS (H) Y

LIGERAS (L), ASI COMO LAS REGIONES VARTIABLES (Z0ONA SOMBREADA) Y CONS
TANTES DE CADA UNA DE ELLAS.
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Una cadena ligera consta de 214 aminoicidos Y una cadena pesada -
de aproximadamente el doble._

Dentro de las cadenas H y L se tienen regiones variablesry cons——
tantes. Cada regidén es un sitio de combinacidn tridimencional ca-
paz de reconocer a su gpitopo complementarioc., Cada sitio de combi
nacidén reconocera unc o varios epitopos dependiendo de cuaies ami
ncacidos se encuentren en la posicidn variable.

Al fragmentar la molécula de inmunoglobulina ccn papaira, en pre—
sencia de cisteina, se producen tres fragmentos, Los fragmentos T
y II son iguales y constan de una cadena ligera L ¥y la parte final
amino de la cadena pesada -H, estos fragmentos forman la porcidn —
liamada Fab (fragmento de union con el antigero).

El" fragmento III conocidc como factor Fc (fragmento cristalizable)
contiene la parte terminal carboxilo en ambaé cadenas de tipo pesa
do H. Este fragmento regula la fijacidn de la inmunoglobulina a la
célula (2,21,22).

Las inmunoglobulinag relaxionan su actividad bioldgica a los rasgcs
estructurales determinados por el Fc y por su capacidad para aglu-—
tinar células y fijar el sistema de complemento, Tamblén son impor
tantes en su capacidad para adherirse a las membranas corporales,

© para fijarse en los sitios apropiados sobre las membranas celula
res (Figura 5).

Hay cinco clases de inmunoglobulinas que se designan: IgG, IgA, IgM
IgD e IgE. Y son definidas de acuerdo al tipo de cadenas pesadas -
due las forman,

Asi tenemos que las IgG, las cadenas H que las forman son (Y), en -
las IgA las cadenas H seran (o, en las IgM sus cadenas H son (A),-~
en las IgD las cadenas H son {J) Y el las IgE serin (£).
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b 4

- [

1 Fc

FIGURA 5: DIAGRAMA DE LA ESTRUCTURA DE LA IgG AL SER FRAGYENTADA POR
LA ACCION PROTEOLITICA DE L& PAPAINA (6).



En cuanto al tipo de cadenas ligeras L en todos los tipos de inru-~
noglobulinas, pueden sers K OA : pero siempre en una misma molécu-

la, o son kappa las dos, O son lambda.
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EL SISTEMA DE COMPLEMEITO

Ei sistema de complemento o alexina, es un conjurto de croenzimas, -
de origen glicoproteico, las que sSe encuentran en la circuiacidn de
10s vertebrados en forma inactiva.

Constituyen aproximadaméente del 10-15 % de las proteinas séricas, -
Este sistema es activado en forma de cascada, es decir una Proenzima
es transformada a enzima y esta a su vez actfia sobre la siguiente -
Proenzima transformandola a enzima y asi sucesivamerte (23).

La activacidn del complemento se puede llevar a cabo por dos vias: —
una via clisica, que es a través de una r?accién artigenc-anticuerro
(mecanismo especifico), en donde el anticuérpo es fijador de comple-—
mento., ’
La otra forma de activacidn se le conoce como via alterra, o via de
la properdira, La cual es considerada como un mecanismo de resisten—
¢cia no especifico.

En la activacidén del complemento por via clisica, hay 11 proteinas -
en el sistema de complemento que se designan por la letra C ¥ por 1cs
nameros c1,C2,C3 hasta llegar a C9. El1 C1 esta compuesto por tres =—
subunidades llamadas: Clq, Clr y C1s.
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El nimero asigrado a las proteinas del complemento refleja la se—
cuencia en &1 cual se activa, a excepcidn de la glicoproteina 4,

la cual reacciona después de C1 y ﬁntes de C2 (el numero se les -
asignd antes de que la secuencia de la reaccidn fuera totalmeate
conocida) quedando asi la secuencia de activacidn como C1423556789,

El sistema de complemento se puede dividir en tres partes: Unidad

de reconocimiento, activacién enzimitica Y unidad de ataque celular.
Unidad de reconocimiento, en donde las siguientes inmunoglobulinas
son capaces de fijar complemento: IgM, IgGt, IgG2 e IgG3, por ia via
clasica. hl combinarse el anticuerpo con su antigeno especifice, -—-
ccurren una serie de cambios en la molécula del anticuerpo, de tal -
manera que ahora la molécula expone receptores para Fc, por donde se
pega Clq {(unidad de reconocimiento). Clq y.Clr son los responsables
de la activacidn de la primera proenzima Cls.

En la activacidn enzimitica una vez activado C1s, este actua C4, ro-—
mpiendolo en C4a y C4b., E1l C4a es liberado y no se conoce el papel -—
que desarrclla, en cambic el C4b se pega a la superficie de la célu-
la. E1 C1s también actua sobre C2 rompiéndolo en C2a y C2b. E1 C2b -
se libera, mientras que el C2a se pega a la fraccidn C4b, formando —
un complejo enzimdtico C4b2a (C3 convertasa). Se sabe que para inac-
tivar virus, basta que se fije C4b (24).

El complejo enzimdtico C4b2a actfia scobre C3 rompiendolo en C3a y C3b.
El C3a se libera y tiene funciones de anafilatoxina (libera histamina
¥y contrae musculo liso) y de factor quimiotactico para polimorfonuclg
ares, . ,
El C3b es pegado al complejo C4b2a dando C4b2a3b (C5 convertasa). Al
Pegarse C3b se presenta un fendmeno que se conoce como adherencia in
mune, ya que el C3b tiene receptores en células fagociticas (polimor

fonucleares y macrdfagos) y como el C3b se encuentra pegado en la
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superficie de la célula es factible la promocidn de ia facocitosis.
En la un;dad de ataque celular la C5 convertasa actia sobre C5 o-i-
ginando C5a y C5b. El C5a se libera y tiene funcida de anafilatoxi-
na y de factor quimiotactico para polimorfonucleares. E1 C5b se ——
adhiere al complejo CS convertasa. Una vez activado el C5 es capas de
activar a C6, C7, C8 y C9 (C6,7,8,9 no se fragmentan).

El complejo CS5b67 es un potente factor quimiotictico. Al Fijarse C3
empieza la 1lisis lentamente de la célula y al fijarserca la lisis -
se acelera,

El complejo C5b67 se puede desprender e irse a depositar en otro =
sitio de la célula, o bien irse a otra cédlula (lisis reactiva), y -
fijar C8 y C9 y producir la lisis de la cdlulza (Figura 6).

La via alterna o via de 1la Properdina se considera como W) mecanis—
n0 de resistencia no especifica Yy se puedé activar por: polisaciri-
dos de bacterias Gram positivas, carbohidfatos de levaduras, pPolisa
cdridos de bacterias Gram negativas.

La activacion del complemento por esta fia no empieza por C1 sino -
ton C3, ¥ él complejo enzimético C3bBb equivale a C4b2a (C3 converta
3a) (Figura 7).,
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3b+ 3a

CELULA

~ —_~ - '3 - = -_—-— - —~— -
FIEWACIICHNES i LA LIEIS D YA CeELolA
£ RPECUAMDRD CCZRESKFOLDDI

FIGURA 6: SECZUEZI.ZIA DE
COMPLEMELNTG ACTIVADO.

LOS NOMERCS

CUE!CTIA DE LAS REACOCIGNES (5).
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DIFERENCIACICN CELULARI

Todas las células sanguineas se origihan de una célula indiferen-
ciada localizada en médula dsea (céiula madre), la cual madura -
acia diferentes estirpes celulares, en la ultima etapa de la di-
fe. ~_acidn aparecen en la circulacidn sanguisea como: eritroci-
tos, pi23uetas y leucocitos (Tabla 1).

Las células de la primera etapa de la diferernciacién de cada l1i--
nea celular presentan.caracteristicas mcrfolédgicas similares v rno
pueden distinguirse por simples criteriocs morfoldgicos (25).

Estas células primitivas reciben nombres especificos como mielo——
bléstps, linfoblastos yv eritroblistos.

El descubrimiento de la sustancia inductora, 0 estimulante de 1a -
diferenciacidn célular, hoy conccida en la literatura como Colony
Stimulating Factor (CSF) (26,27,28), o Colony Stimulating Activity
(7.29,9), o Macrophage and Granulocyte Inducer (MGI) (30,10) y que
probablemente tiene relacion estrecha con el llamado Macrocphage -
Frowth Factor (MGF) (31). Esta sustancia que llamaremos MGI es —
indispensabie para la diferenciacidn in vitro Yy se cree que juega
2l papel de regulador fisioldgico in vivo, tanto en animales corc
an el hombre (7).

3e han encontrado diferentes‘fuentes pPara la obtencidn de MGI, (Ta
>la 2),

-on el objeto de revelar la actividad jinterna de MGI, se realizaror
xtraccidnes de &rganos de riton encontrandose que; pulmon, higado,
>azo, médula dsea y testiculos tenian muy poca actividad con efec-
0 diferenciador (32,33). -
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FUENTES DZ OBITNCICN DE MGIT

VEDIO CUNDICTOXADO

EXTRACNOS TISULARES

OTRS FUENTES

Fiheghla=tas smhriesaries
(3L ).

Fibroebiastes traasferwmaden
por Sv40 ( 31, 9 ).
Células de rifién 112 ).
Pulmém de rétem ( 112 ),
LinfTecite witogeaice esti-
aulade ( 32 ).
Leucecitos de samyre peri-
ferica [ 112 ).
Macréfages peritemcales
{(7)e

Células 3ATS ( 112 ).
Células L ( 112 ).
Placeats humasa ( 112 ).
Células tumerales msasci-
ticas hossass ( 10, 8 ).

Gléadulas salivalea { 34)
RiGén aduite ! 32, 421 ).
Baze ( 34 ). ’
Utera gslwids { I12 ).
Pulaéa { 34 ).
Placenta { 112 ),
Meabraass fetal ( 112 ),
Flufde ascfties ( 112 ).
wrudade peritemeal ( 112)

Suere mermal { 113 ).
Suceroe cea endetexinas

{ 114 ).

Orisa muriaa { 115 )},
Suers leucémice { 42 ).
Orins bumsas { 42 ).

. TABLA 2: DIFERENTES FUENTES PARA LA OBTENCION DE MGI A PARTIR DE
MEDIC CONDICIONADO, EXTRACTOS :I'ISULAES ¥ OTRAS FUENTES.
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En tanto gque otros investigadores coﬁo Bradley et al (34) e£:CO—~—
traron que: pulmdn, Gtero, placenta, membranas fetiles ai igual =
gue musculo esgquelético presentan altos niveles de MGI, lo ccrtrz
ric sucedia con cerebro, glindulas salivales y rirén.

Como se sabe (35) alyunas fuentes presentan altas corcenrtracidres
de MGI, sin embargo existe una gran dificultad para purificar este
fFactor, va que'contiene varios contaminantes, erntre elles te:.e-cs

a las proteinas del suero.

Para obtener mayores cantidades de MGI se ha recumrid6 a la activu
cidén de células mediante el empleo de endotoxinas eitre las quia Sc-
encueiitran 1os lipopolisaciridos (LPS) de bacterias Cram negativas
(36,37). Los granulocitos, neutréfilos Yy monocitos estan irnvoiuve-—
Crados en la resistencia contra las infecciones, en consecuercia se
han hecho estudios sobre el efecto de las endotoxinas (LPS) er 1a -
actividad proliiferativa de las poblacidrnes celulares, obserwvandcse
que producen una elevacidn de lcs niveles de MGI tauto i vivo couc
in vitro (38,39,40), - |

Un estudio de las propiedades de este factor muestra que es termo--
labil, resistente a la accion del éter, a 1la desoxirribeornucleasa y
ribonucleasa, estid constituido por moléculas no dializables, en 12
electroforesis migra junto con la fraccidn de las gamma~-globulinas
inmediatamente despues de la albumina (41).

Se considera a esta molécula como una proteina o mis bien una glu-
coproteina con actividad especifica (30). Otro aspecto de gran im-
portancia consiste en que la masa molecular varia de acuerdo a la
fuente de obtencidén, asi podemos encontrar MGI con masa mélecular
desde 5,000 daltones (42) hasta en el caso extremo corn masa molee
cular de 200,000 daltones (43). :

H, Laukel (28) éncontro que el MGI de orina humana tiene una masa

molecular de 45,000 daltones. E. Richard (44) ha purificado MGI -
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proveniente de medio condiciorniado de células L de réton cirtesier-
do una masa molecular de 70,000 daltones. T.Chao (45) a partir de '
la linea celular Yosida Sarcoma (YSSF-212T) enco- trd una masa mo—
lecular de 22,000 - 25,000 daltones.

A. Durges [(486) ehpleé medio condicionado de pulmb:: de ritcn para —
determinar una masa molecular correspondieate a 23,000 daltones. —
K. Motoyoshi (42) en oriaa humana obtuvo este factcr, mostra:do —
urca masa molecular de 85,000 daltones. Miagu-Cioi wu (35) empleinds
células pancredticas cancerigenas encostrd usna masa mclecular de —
5G,000 daltones.,

Burger y Metcalf (43) utilizando medio cordicicrado de pulimbn numa-—
no, obtuvo dos masas moleculares distintas, una de 42,007 Yy la otra
de 2C0,000 daltones y finalmente Stanley (47) con cdlulas L de ri-—

ton obtuvo dos sununidades de 35,000 daitones cadsz A
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RECEPTORES DE MEMERANA

Los receptores superficiales son de importancia obvia para.la ac-
tividad bioldbgica de 195'1eucocitos. Se han identificado recepto-

res para la porcion Fc de la 1IgG, receptores para el complemento

y receptores no especificos (48). )

La funcién de los receptores superficiales en los leucocitos con-
siste aparentemente en incrementar la respuesta inmune celular.
Recientes estudios morfoldgicos de las interacciones macréfago-lig
focitos en la respuesta inmune a un antigeno dado, proveen una opor
tunidad para poder apreciar las correlaciones en la estructura Y -
funcidn para estos Ffactores (48).

Un macréfago activado, se obtiene mediante la inyeccién de un irri-
tanta extrafio, generalmente en la cavidad’peritoneal del animal (49).
El macréfago activado es capaz de incrementar su capacidad microbici-
da (50), que trae como consecuencia: un incremento en la endocitosis
(51,52,53), aumento en la expansion y adherencia (54,55,52,56), dis-
ninucidén de la actividad de la 5 nucleotidasa en la membrana (52.57),
“aumento de la citotoxicidad (58,59,60), mayor actividad para prolife-
rar in vitro (61,62), incremento en las enzimas lisosomales (63), -
incremento en la capacidad de ingerir EC (53,52), volumen celular mas
jrande (64,56,65), elevada actividad quimiotactica (56,66) y un incre
nento en el metabolismo de la glucoéa (67,68).

Sin embargo no todos los agentes utilizados para la activacidn de los
nacrdfagos Producen los efectos arriba mencionados (68,58).

Las IgG e inmunoglobulinas con enlaces Para componentes del comple-——

nento, estan directamente relacionadas con la selectividad a la adhe
rencia del macréfago (69).
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Asi mismo las inmunoglobulinas unidas a bacterias, han mostrado -
selectividad a la adherencia y fagocitosis elevando la accidn bac
tericida del macrdbdfago (70,71)-.

El papel de los anticuerpos en la medicion selectiva de la fFagoci
tosis, depende de la unién o de la regidn del anticuerpo para re-
conccer el sitio, o el receptor sobre la membrana del macrdfago,
Ademas las IgG aparentemente enlaza inmuncespecificamente a 10s =
microorganismos a través de la porcidn variable de "sus regiones -
Fab y la unién a la superficie del macréfago por medio del segmen
to Fe (72,73).

Los ieceptores Para las IgG son importantes para combatir infeccio
nes parasitarias (74,75). )

Ademas de su funcidén en la eliminacidén de agentes extrarios, los re
ceptores de superficie para las inmunoglobulinas (receptores Fg¢),
aparentemente funcionan en la remisidnfisiocldgica de eritrocitos -
viejos por medio de los macrdfagos (76). Estos eritrocitos son Op~-
sonizados por inmunoglobulinas autdlogas in situ,promoviendo conse
cuentemente la fagocitosis por macré8fagos hepiticos y esplénicos -~
(77,78,79).

Los receptores para Fc son comunmente demostrados por medio de la -
técnica de formacién de rosetas eritrocitarias. Cuando 10s eritroci
tos son cubiertos con anticuerpos (EA), que se unen a la superficie
del leucocito, dan lugar a lo que se ha denominado roseta (80).

La actividad para receptores Fc, se puede considerar que existe cuan
do tres o mas eritrocitos se adhieren a la membrana del leucocito,
Existen otras técnicas mencs comfines para la valoracidn de estos re-—
ceptores, y pueden ser detectados indirectamente con fluoresceinatos

de anticuerpos (81), o por medio de radioisétopos (82,83,84).
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La afinidad de los macrbfagos por complejos con antigenos formados
por la IgG ha sido caracterizada, 1o que indica que los enlaces de
penden sobre un receptor con un nimero finito de sitios activos.
Los complejos inmunes se combinan mas avidamente, posiblemgnte por
que ofrecen un nimero adicional de receptores Fc por complejo mole
cular (85,86,87), o porque ellos inducen cambios conformacionales
en los componentes del Fe (88,89).

Un macrdfago presenta sobre su superficie de 105 a ﬁOG receptores
Fc. La regeneracidén o conservacion selectiva de estos receptores -
despiés de la unibn con complejos inmunes, puede ser un fenomeno -
que esté& en relacién al tamafio, o a la cantidad total del material
ingerido (90),

Los factores del complemento tienen una funcion importante en lia -
eliminacién selectiva de los patdgernos invasivos por medio de los
macrbfagos, de igual forma la adherencia secuencial de los produc
tos del complemento a partir del tercer componente, dan.lugar a =.
una mayor susceptibilidad a la ingestion por estas células (91).
La importancia bioldbgica de este sistema, se evidencia en aquellos

pacientec con una deficiencia bereditaria © metabolismo anormal de

Sgtos pacientes son susceptibles a infecciones bacterianas recurren
tes {92,93), que ordinariamente pueden ser controladas por los Ffago
citos en presencia de suero normal (94). La importancia del comple
nento ¢ de los receptores para Fc, en el incremento del poder bac-
tericida de los fagocitos polimorfonucleares ha sido demostrada in _
vitro (95,96). _

is posible que los receptores para el complemento, regulen la inhi-
>icidn de la migracidén de los macrbfagos por endotoxinas (97). Esta
influencia podria ser efectuada por factores que se sabe son genera

ips Por el complemento y el sistema de coagulacién sanguinea y los



41

cuales pueden actuar sobre la membrana plasmiatica para inducir la
activacidén de los macrdfagos (53).

La actividad de los receptores para el complemento, ha sido tam——
bién demostrada por la técnica de rosetas, utilizando para este -
fin EA mas un suero como. fuente de complemento (98),

Se sabe que los eritrocitos recubiertos con IgM son incapaces de
unirse a los macrbfagos, pero cuando estos eritrocitos son incuba
dos en presencia de un componente del complemento © suero fresco,
dan lugar a esta union (99,91).

Los - metodos de enlace para el C3 han sido aplicados en el estu-
dio de neoplasias linfoides (100), que evaluan la especificidad -
para los receptores del macrbéfago por el cqmplemento.

Los receptores del complemento, juegan un papel importante en el -
incremento de la endocitosis mediada por los receptores para Fe -
(101). Ademis los polimorfonucleares, monocitos y macrdéfagos peri-
toneales inducidos con gel de almidon (102), ingieren EA mis efi—
cientemente en presencia de complemento a concentraciones limitadas
de anticuerpos. Aparentemente tal incremento es una propiedad que
caracteriza generalmente la actividad superficial de los fagocitos.
Algunos experimentos suguieren que el complemento se enlaza al seg—
mento Fc de la IgG en los complejos inmunes, haciendo inefectivo =
este ligando para los receptores Fc de los macréfagos, por lo que_-s'
esta unién ocurre a través de los receptores para el complemento -
(103). '

La secuencia de maduracion de las células hematopoyéticas ha sido -
caracterizada tradicionalmente por una serie de cambios notorios -
en la morfoldgia de las células. Sin embargo, muy poco ha sido hecho

para definir la diferenciacidén de los leucocitos sobre la base de 1la,
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adquisicidn de receptores sobre la membrana celular, ya que la

——

célula madre conforme se diferencia, va adquiriendo diferenctes
marcadores (104).

Los marcadores y receptores de superficie, han probado ser de gran
valor a este respecto,'pero hasta la fecha hay muy poccs estudios
que utilicen la presencia de marcadores particulares de membrara -
en el procesc de diferenciacidn celular (105).

Himmerling et al (106), son los pioneros en este campe y han moS—-—
trado que hay un distinto orden de aparicidn de receptores 5 marca
dores de membrana durante la diferenciacidén de linfocitos "T" y "3",
Tambien estudics hechos sobre cultivo de leucocitos de tipo leucémi-
co y normales de médula ésea, han indicado la aparicion de marcado—
res, o receptores del complemento C3 y de la porcion Fc de la IgG, =-
dichos aspectos pueden estar intimamente asociados con el procesc de
diferenciacidén celular (107). -

‘Aunque la incompleta expresidn de marcadores en cultivo de neutrofi-
los, aparentemente preserta un bloqueo en la diferenciacidr de neu—
trofilos mids que de cualquier tipo de procesc de diferenciacidn, este
bloqueo seleétivo puede deberse a la insuficiente concerntracidn del
factor inductor de la diferenciacidén : MGI,

Por lo tanto es posible que el MGI esté limitando sus efectos en la
primera semana de cultivo, impidiendo la completa expresion de los
receptores de membrana.

La aparicidn de 1los receptores de membrana esta relacionada con la =
maduracidén celular, ya que los sitios marcadores o receptores en la
¢élula presenta un nicleo redondo hasta la avaricion de un nfiicleo -
muy segmentado.

Asi se puede pensar, en una correlacion entre la maduracidn morfold-

:ica y la expresion de los marcadores celulares.



43

Lotem (108) determznc que podia esta secuencia ser utilizada para
definir los estados de maduracidn que no siempre son obvios cuando
se relacionan los cambios en la apariencia morfoldgica.

lLotem v Rebelinc (109), dividen la relacidn entre los marcadores o
sitios receptores con el proceso de maduracidn morfoldgica en seis
.fases: Fase 1: no hay presencia de receptores (mieloblasto y precmie .
iocito), Fase 2: presencia de receptores para Fc (de mielocitos has
ta poiimorfonucleares), Fase 3: aumento de receptores para Fc vy pre
sencia de sitios para el complemento C2Z, Fase 4: presencia de recep
tores para Fc y C2, Fase S5: aparicidn de los primeros marcadores para
el complemento C1- (neutrdfilos maduros y monocitos), Fase 6: presen—
cia de receptores para Fc y C1 er. macr&fagos activades.

8e ha demostrado que el MGI parcialmente purificado, induce la forma
cidén de células morfologicamente maduras, pero sin receptores para —
Fc y 03 (99), demostrando de esta forma que existe una molecula dife
rente al MGI que es la inductora a la formacidn de receptores para

Fc y C3 en células de medula dbsea.



Capitulo II

FUNDAMENTACION DEL TEMA
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FLL.DAIEL.TACIG. DL TELA

Lcs rece?torés superficiales para la pcrcién Fo de la molécula de
la I=G nan sido demcstradcs scbre monocCitos y granulocitos de ori
ger. pumano y tambiér ern linfocitos de ratér.

Lcs recepteores de macrdfages para Fc pueden ser indispensables para
la fajocitosis no deperndiente del complemento, 1cs anticue;pos de—-
mendientes de la citotoxicidad mediade por células, macrdfagos arma
dos y antigernos procesados para su dresentacidn.

Lcs receptores para Fco de la m.iécula de 1IgG, estan presentes en —
tcda fajocltosis "profesioral"™ y es indispenszble para la fagocito-
sis inmure. _
Las receptores para C3 también se preseatan er. di- . tas variedades
celulares y recientemente se han esclarecido lcs factcres que regu-

ran la fajocitosis. En la ausencia de IgG, C., es insuficiente para

3
promover la irgestion de particulas por cualquier célula, exceptu—
ar.do a los macrdfagos activados. Sin embargo 03 puede actuar siner
gisticarerte con Pequerias cantidades de IgG, pero estas por si solas
son issuficiertes para promcover la fagocitosis,

Lado gue existen Ffactores responsables de induccidn de receptores -
Para Fc y C3 (FCRI y C3RI) en el ratdn, y teniendo en cuenta que -
estas moléculas pueden tener una aplicacidén en el ser humano, en Pa
cecimientos donde exista una disminucién de estos factores ({pacien-~
tes con tratamiento inmunosupresor, sarcomas, linfomas, leucemias,
lupus eritematoso etc), se pretende identificar la existercia Yy las
Propiedades moleculares de estos factores en el ser humano, asi como

la identificacién de la fuente pProductora para disefiar una posible
purificacidén bioquimica.
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PLAITEAMAIENTO DEL PROBLEA

Se sabe gque las moléculas inductoras proveniéntes de ratd:. tic:c:.

una masa molecular aproximada-de 12,uUU daltores, st IUsSincs o —

la méjor fuente para hacer el estudio de estas moléculas er ¢l sox
humano seria la orina, ya que es conocidb que el corte renal e€s ma
yor de esta cifra.

Ademas, como se detectaron‘estos factores opiginalmente en suersc -—
de animales se sSupuso que probablemente seria una célula saagui:.ea
la productora de estos factores, en consecuencia se plantea la se—
paracién e incubacién de los diferentes elementos celulares sa:.gui.

neos para determinar si alguna de ellas es la productora.

&7
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OBJETIVQOS

Obtencion de medios condicionados proveniertes de diferentes -

fuentes para la identificacidn de los factcores inductores.

Determinacién de las masas moleculares del FcBI ¥y C,RI.

Identificacidédn de que el ratdn y el hnombre rresentan las mismas

moléculas inductoras.

Identificacidn de la célula productora del FcRI y C3RI.

Realizaciédn del enfoque isoceléctrico de algun medio evaluado -~

como método de purificacibdn bioquimica,



Capitulo V

HIPCTESIS




HIPOTESIS

Siendo que en 21 ratdn existen moléculas inductoras para la forma-

cidn de receptores para Fc y C, y teniendo en cuenta que el sistema

3
inmune del ratédn y el hombre son muy semejantes, suponemos que esS—-—

tas moléculas también deben de existir en el ser humanc.,

El primer medio condicionado en donde se encontrd la molécula de ——
PCRI, fué el medio condicionado por una linea leucémica inmadura —-—
mantenida en cultivo in vitro.

En consecuencia es de esperar que sea alguna célula del sistema san
guineo, la secretora de este factor. Por lc tanto seria ccnveniente

aislar los diferentes tipos para identificar la célula responsable.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BICLOGICO: El trabajo experimental se realizd con células

. de bazo, timo, ganglios axiales, granulocitos de cavidad peritone-
al, macrbéfagos de cavidad peritoneal, médula dsea, pulmones y sue-—
ro de ratones de la cepa CD=1 de ambos sexos de 6 a 8 semanas de -

adac¢. Ademas se usd suero y orina de origen humano.

CULTIVO CELULAR: Como fuente de nutricidn se usd el medio de Eagle

(Gibco Labs USA., Apendice) al que se le adicionaron antibidticos =
(penicilina 100 UI/ml y esfreptomicina 100 mcg/ml) para- evitar una
posible contaminacidén y 3.7 gramos de bicarbomato de sodio para ob
tener un pH de 7.2 en nuestras condiciones de culitivo.
Posteriormente se £iltrd en membrana Millipore (Millipore USA} con
poro de 22 micras de diametro,

Para verificar su esterilidad se tomd come muestra $ gotas de este
medio y se colocaron en tubos de ensaye que contenian 2 mililitros
de caldo de soya al 0.3 % (Bioxon Mex) previamente esterilizado en
autoclave, incubandolos durante 48 horas a 37°C. El medio de culti
vo fue suplementado con suero fetal bovino o de caballo al 10 % -
(Gibco Labs USA) los cuales fueron previamente desactivados a 56°C
durante 30 minutoes.

Las células fueron sembradas a las concentraciones requeridas para
cada experimento en cajas de Petri desechables (Vela--Plastic ﬁex)
de 60 x 15 mm a las cuales se le adicionaron S mililitros de medio
de cultivo. Los cultivos se mantuvieron in vitro en una incubaddra
a 37°C con una atmésfera parcial de CO, al 10 % y una humedad rela
tiva del 95 %.
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£stos se realizaron en una campana de cultivo previamente esteri—
tizada con luz ultravioleta durante 15 miautos., Para verificar —

las condiciones generales de los cultivos se utilizd el microsco-

pio de tipo invertido.

SOLUCICH AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (SAF): Esti solucidn se utilizd

para mantener a las células en condiciones Fisioldgicas estables, -
dicha solucion tiene en sus componentes sales de fosfatos (Apendi-——
ze). La solucion una vez preparada se ajustd a un pH de 7.2 y se —
£iltrd a través de una membrana con poro de 22 micras de diametro.
La solucidn estéril se guardd a 4°C hasta el momento de su uso, -—

afectuando previamente la prueba de esterilidad anteriormente des-—
orita.

TECNTICA PARA OBTENER CELULAS DE MEDULA OSEA: Con el fin de obtener

zélulas viables para cuantificar la actividad del factor inductor
para receptores de Fc y C, (FcRT vy CSRI). Se sacrificaron los ra—-
tones mediante la disiccacién cefalo~-medular. Para proceder a re-—
tirar los fémures colocindolos inmediatamente en cajas de petri -
Jue contenian medio de Eagle o SAF. Posteriormente se elimind la
nayor cantidad de tejido muscular circundante del £émur.

Se perforaron ambas epifisis con una jeringa de 1 mililitro hacien
do Fluir medio de Eagle de un extremo a otro del hueso para de =——-
esta forma colectar las células en un tubo de ensaye, Las células
asi obtenidas se lavaron mediante centrifugacién a 500 g durante

3 minutos, se decanto el sobrenadante v se adicionaron 3 mililitros
de medio de Eagle resuspendiendo a continuacidn. La cantidad de
s&lulas obtenidas se determind por contec en un hemocitometrc (Ame

rican Optical USA) sembrandose B x 106 células en el medio de cui-
tivo,



PREFPARACIOCN DE-INMUNUGLOBULINA G {IgG): Se diluyeron 1Q microli-

tros de una diluciorn 1:100 de inmunoglobulina G {Cordis Labs USA)
en 16 mililitros de SAF.
Se agregaron 3 mililitros de esta dilucidén en tubos de ensaye -

estériles y se conservaron en congelacidén a =20°C hasta sSu USO.

PREPARACTION DE ERITRCCITOS CUBIERTOS CON ANTICUERPO (EA): 3e em—

plearon eritrocitos de carnero, que fueron extrajidos de 1z yugu—
iar utilizandc una jeringa hipodérmica. Los eritrocitos asi ex—
traidos se diluyeron al 10 ¥ en Alsevers {Apéndice) estéril v se
akmacenaron durante una semana a 4°C hasta el momento de su uso.
La sanrgre se colocd en un tubc de ensaye estéril y se adiciona——
ron 3 mililitros de SAF para someterla a un proceso de lavado —-—
por centrifugacidén a 500 g durante 3. minutos con el objetc de re
tirar el exeso de solucidn de Alsever, la cual se desechc. A con
tinuacidn se volvid a agregar =1 mismo volumen de SAF repitiend:c
el procesc hasta que el sobrenadante fue completamente incoloros
(iibre de hemoglobina).

Despues del ultimo lavado ias células se resuspenden en 4 mElaris
tros de SAF agregindoles un volumen igual de IgG. Esta mezcla se
resuspendio lentamente v se incubo en bafio maria a 37°C durante
30 minutos, obteniéndose eritrocitos cubiertos con anticuerps -—
(EA), E1l EA es nuevamente lavado por centrifugacidén a 500 g por
3 minutos con SAF con el objeto de gquitar el exceso de IgG no ab
"sorbida por los eritrocitos.

Los lavados se repitieron cuantas veces fue necesario hasta gque el
sobrenadante fue incoloreo, Finalmente se resuspenden en 8 milili—
tros de SAF y se almacenan a 4°C hasta el momento de su uso.
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OBTENCION DE SUERQ FRESCO DE RATON: En esta técnica se usd suarg -

frescoc para obtener la fuente de complemento C que intervien= en

-

3
la respuesta inmune.

Para su obtencidn la sangre se extrae de ratones por medio de la -
puncidn del plexoc de la cavidad ocular {(110) utilizandoc un capilar
que esta unido a un tubo de ensaye estérii. La sangre se deja repo
sar durante 15 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se
retrae el coagulo de las paredes del tubc y se coloca a 4°C duran-
te 45 minutos. Finalmente se centrifuga a 1000 g durante 30 minu-—
tos para separar el sueroc y proceder a diluirlo 1:10 con SAF.
Debido a la labilidad del complementc en el sueroc, este se obtuvo

de suerc fresco y se utilizo de inmediato.

PREPARACION DE ERITROCITOS CUBIERTOS CON ANTICUERPO Y COMPLEMENTO
(EAC): Se tomaron 10 mililitros de EA agregdndoles 10 mililitros -

de suero fresco de ratdn diluido 1:10 en SAF, esta mezcla se resus
pende lentamente y se incuba en bafio maria a 37°C durante 30 minu-
tog; obteniéndose eritrocitos cubiertos con anticuerpo y complemen
to {EAC).

El EAC es'nuevamente lavado por centrifugacidn a 500 g por 3 minu-
tos con 3 mililitros de SAF, con el objeto de quitar el exceso de
complemento no absorbidc en los eritrocitos.

Los lavados se repitieron cuantas veces fue necesario hasta que el
sobrenadante fue incoloro. Por ultimo se resuspenden en 10 milili-
tros de SAF conservéindose a 4°C hasta su usc., El EAC es guardado -
hasta por dos dias (2,108,111).
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PREPARACICN DE LIPOPGLISACARIDOS (LPS): Se prepararon sciucidnes -

de lipopollsacérldos qe 3almonella tyoni (Lifco Labs USa) mediarte

dilucidén en 3AF, a partir de una concentracidn inicial de 17 mg, ml.

PREFARACION DE MEDIC CCNDICIONADC DE PULMCH ENDCTCOXICO (MCPE): 3e -

inyecto a ratones por via intravenosa un voiumen de 0.2 mililitres
de una solucidn gque contenia 5 microgramos de LPS. Se dejc actuar
<. ~ntigenoc por un periodo de 3 horas después de las cuales s=2 ég
cri- carcrn 1as ratones por dislocacidn cefalo-medular para extir-
parles 1os pulmenes. Se utilizarédn tubos cdnicos con S mililitros
de medio de Eagle para incubar los pulmones durante 48 horas a 37°C
Concluido e1 periodo de incubacidn se retiraron los pulmones des oS -
tubos v el liquido sobrenadante se centrifugd a S00 g durante 3 mi-
nutos y posteriormente el sobrenadante fue colocado en tubos de en-—
saye estériles. Una vez asegurada la esterilidad se almaceno el vo-

lunmen total a =-20°C hasta su uso.

PREPARACTON DE SUERO ENDOTOXICC (SE): Al igual que para la obtenci-

on de MCPE a los ratones retados con LP8, se obtuvc la sangre de la
cavidad toricica colocandola posteriormente en tubos de ensaye esté
riles y una vez tapados se dejaron reposar durante 15 minutos. Se -
retrae el coadgulo de las paredes del tubo y se centrifugd a 1000 g
durante 30 minutos para separar el Suero.

El suero asi obtenido se coloca en un tubo estéril y se almacena a

=-20°C hasta su uso realizando siempre la prueba de esterilidad.

PREPARACION DE SOLUCION DE CASEINATO DE SODIO: Se hizo una solucidn

de caseinato de sodio (Difco Labs USA) en SAF, se esterilizo en au-
toclave y se deja enfriar para despues ser almacenado a temperatura

ambiente hasta su uso.
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PREPARACION DE MEDIO CONDICICMADQ DE MACROFAGOS PERITONEALES (MCMP)&

Se iﬁbcularon ratones por via peritoneal con 3 mililitros de solucidn
de caseinato de sodio, se dejo actuar este antigeno por un periodo de
96 horas despues de las cuales se sacfificaron los rateones or <islo-
cacién cefalo-medular para proceder a extraer los macrdfagos por me——
dio de una jeringa hipodérmica, que conteniz 10 mililitros de SAF es—
téril, la que se inyecto en la cavidad peritoneal, dandc un ligero —--—
movimiento al animal con el fin de recuperar la mayor cartidad d= ma-
crdfagos.

Se coloca el SAF en un tubo de plastico cdnico estéril, jurnto con los
10 mililitros de SAF provenientes de otras dos extracciones de la ca-
vidad peritoneal con porciones de 5 mililitros cada w.a. Se lavan las
células mediante centrifugacidn a 600 g durante S5 minutos desechando
el sobrenadante y resuspendiendo eﬁ medic de Eagle para determinar ——
mediante un hemocitémetro la cantidad de macréfagos obtenidos. Se —
sembraron 15 x 106 de células por caja de petri incubandolas por 2 —-—
horas a 37°C con el fin de que las células fagociticas se adhieran al
fondo de la caja de cultivo, despues de este tiempo las céiulas no —-—
adheridas son retiradas y nuevo medio de cultivo es agregado junto —-
con 0.3 mililitros de solucidn de LPS correspondiente a 7.5 microgra-
mos de LPS, otras cajas de petri son sembradas con la misma cantidad
de células y sometidas al mismo proceso descritc anteriormente cofi =
la variante de que no se agrego solucidn de LPS.

Los cultivos asi preparados son incubados por 96 horas mas. Posterior
mente el medic condicionado se retird de las cajas y se colocd en tu-—
bos de ensaye para ser lavados a 500 g por 3 minutos, se decantd el -
sobrenadante en un matraz esteril de 50 mililitros ¥ se almacend a ——
=20°C hasta su utilizacion. Como siempre se realizd la prueba de este
rilidad,
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PREPARACION DE MEDIO CONDICIONADO DE CELULAS DE BAZO, TIMQ Y GAN-

GLIOS LINFATICOS: Se sacrificaron ratones mediante dislocacidn ce—

falo-medular para ex%irpérles el bazo y colocarlo rapidamente en —
cajas de petri con medio de Eagle. Posteriormente el bazo es mace-
rado sobre un tamiz celular de acero inoxidable (Bellco USA) agre-
gando gota a gota medio de Eagle hasta que se colecta un volumen -
aproximado de 5 mililitros. Las células asi obtenidas son centrifu
gadas a 500 g durante 3 minutos decantando el sobrenadante y resus
pendiendo el paquete celular en medio de Eagle fresco. La cantidad‘
de células obtenidas se determinan por conteo en un hemocitdmetro
sembrando posteriormente 15 x 106 de células por caja agregando —
0.3 mililitros de LPS conteniendo 7.5 microgramos de LPS y 5 mili-
litros de medio de cultivo,.

Finalmente se incuban las células a las mismas condiciones que pa-

ra la obtencién de MCGP.

Se procedio de igual forma para las células provenientes de timo y
ganglios linfiticos. )

CROMATOGRAFIA EN GEL ACA-54: Para la determinacibén de la masa mole
cular de los factores inductores para Fc ¥y C3 (FCcRI y CBRI) se em-
pacd una columna K 9/11 (Pharmacia Fine Chemical. Suecia) con Ul—-
trogel ACA-54 para cromatografia de masas moleculares entre 5,000

y .70,000 daltones. .

La calibracién se obtuvo con proteinas de masa molecular conocida -
(Hemoglobina, Anhidrasa Carbonica, Inhibidor de tripsina, Mioglobi-
na) y azul dextrano como indicadér del volumen de exclusién.

Se tomo una muestra de 2 mililitros de SE y se cromatografid con —-

Tris-HC1 75 milimolar a un pH de 7.7 a un flujo de 4 cm/hora.



60

(CROMATOGRAFIA EN COLUMNHNA CON SEPHADEX G-100/40: E1 gel utilizado -

¢en esta técnica tenia un rango de separacidn cromatogrifica entre
., 000 ¥y 90,000 daltones.,
Il gel se hizo hinchar en el amortiguador Tris-HC1l 75 milimolar a
nn pH de 7.7 durante 3 horas a una temperatura de ¢2°C, posterior-
nente se procedic a empécar ura columna X 9/11 (Prarmacia Fine Che
nical. Suecia). Eluyendo la columrna con sclucién amortiguadora a -
ima velocidad de 4 cm/hora por medic de una bomba peristaltica,.
asta columma se calibro con proteiras de masa molecular conocida -
Albumina, Hemoglobina, Ovoalbumina, Anhidrasa Carbonica y Citccro
1no C). Se aplicaron 10 miligramos de Albumina, 10 miligramos de He
noglobina, 15 miligramos de Ovocalbumina, 12 miligramos de Anhidra-
.ia Carbonica y 10 miligramos de Citocromo C que faeron diluidos en
! mililitros de amortiguador y azul dextrano como indicador del vo
.umen de exclusidn. Una vez calibrada la columna se Prccedio a cro
matografiar 2 mililitres de SE y MCMP recolactaado 85 fracciones =
e 2,5 mililitros en tubos de ensaye 10s cuales fueron almacenadcs

1 =20°C hasta su uso.

ILECTROENFOQUE PREPARATIVO CON ULTRCDEX: Técriica utilizada para de

erminar exclusivamente el pH isoceléctriceo de la:molécula de FcRI
an MCPE mediante el siguiente procedimiento: 20 mililitros de MCEE
‘weron desalinizados por medio de una columna X 26/100 (Pharmacia
fine Chemical. Suecia) empacada con Sephadex G-25. Este medio ya

lesalinizado se mezcld con 6 gramos'de Uitrodex {(Pharmacia Fine -
hemical. Suecia) 100 mililitros de agua destilada y S mililitros
le anfolinas (Pharmacia Fine Chemical. Suecia) dentro del rango —

ie pH que va de 3 a 9.
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Se afladen 2 mililitros de la fraccidn con mayor actividad inducto-
ra para FcRI obtenida del cromatografiado en Sepanadex G—100/40. La
mezcla se desgasificd por medioc de vacio y se extiende sobre una =
placa de vidrio procurando que la distribucidn del gel sea 1o mas
homogéreo posible, _

En los extremos de la placa se Ultrodex se corta un zurco de 1 cen
timetro y se colocan las tiras de papel absorbente especiales para
electroenfoque, estas fugron previamente humedecidas, con una solu
cién 0,1 M de Acido sulfirico (que se coloca en la parte del anodo
+) ¥ las otras con solucidén 1 M de etilendiamina y se coloca en la
parte del catodo -,

La placa se coloca sobre el plato de enfriamiento del MULTIFHOR —
(L¥B Products. Suecia) limpidndola anteriormente con tritém al 1 %
para obtener una buena superficie de contacto. Se tapa el MULTIPHOR
procurando que los electrodos entren en contacto con las tiras de
los extremos de la placa.

Se aplicaron 30 watts durante 6 horas y al término de este tiempo
Yy con la finalidad de visualizar las zonas con proteina dentro del
gel, se uso la técnica de impresiédn en papel filtro. Se-corto un -
papel filtro Whatman (Whatman Limited. England) del tamaflo de la -
cama del gel colocdndolo cuidadosamente en su superficie para que
de esta forma pequeflas cantidades de proteina puedan ser absorbidas
se retira el papel filtro y se deja secar, para despues teflirse con
azul de Comassie R 250, Finalmente el papel filtro es lavado con =
una mezcla de metanol-agua-acido acético en una proporcibén de 50:
50:10,

El gel fue cortado en 30 seccibnes y se procedib a leer el pH de -
cada fraccidn, Las proteinas contenidas en cada fraccién fueron —
eluidas en pequefias columnas agregando 2 mililitros de SAF, Las —-

fracciénes asi recolectadas se almacenaron a =20°C hasta su utili-
zacidn,
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DETERMINACION DE LOS RECEPTORES DE MEMB3RANA POR FORMACIOIN DE RC-

SETAS CON EA Y EAC: Antes de incubar las células de médula bsea -

e ratdn, se les agregd medio condicibnado para inducir la forma-
~ién de sitios receptores para Fc y CS'

pespués de la incubacidn se colocan las células en tubos de centri
fuga con el objeto de lavarse (tres veces) con SAF, centrifugando-
jas a 800 g durante 3 minutos. Se resespenden en un mililitro de -
SAF agregindoles 0.20 mililitros de EA o de EAC, se incuban por 30
minutos a 37°C sin resuspender las células, de tal manera que que-—
dan 50 células EA o EAC por una célula de médula Ssea,
Posteriormente se dispersan suavemente las células, contandose el -
porcentaje de células que han formado un conglomerado con el EA © -
con el EAC (llamado roseta) utilizando para este conteo un hemocitd
metro (American Optical USA).

Como criterio para considerar un conglomerado de células como rose-
ta, se establecid que se requiere un minimo de 8 eritrocitos EA o

EAC a una céliula de médula dbsea.

CONFIAEILIDAD DE RESULTADCS: Todos 1los ex?erimentos realizados en

este trabajo, fueron repetidos un minimo de 2 veces y siempre Ppor
duplicado.
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RESULTADOS

Para determinar el grado de actividad bioidgica del FcRI y de C,RI

en los diferentes medios condicidnados se utilizaron 3, 6, 12, 25,

50 y 100 microlitros de cada uno de ellos.

La actividad bioldgica de los Pactores FcRI h'g CSRI, fué determinada
nediante la induccibn a la formacidn de rosetas en precursores mie-

loides provenientes de médula bsea.

DETERMINACION DE LAS CURVAS DOSIS-RESPUZSTA DE LOS DIFERENTES ME—
DIOS CONDICIONADOS CQN ACTIVIDAD FcRI ¥ C3RI.

Tanto como para SE, MCMP y MCPE la induccidn a la formacidn de re-—
ceptores para Fc, ocurrid al utilizar 6 microlitros del medio con-—
dicionado respectivo (Grafica 1), siendo el MCPE el que presento -
la mayor actividad.

La respuesta a la induccién en céluias de médula &sea por los dife-
rentes medios condicionados, fue lineal hasta 1os 100 microlitros,
excepto en SE en donde hubo un aumento de s0lo 2 %X de rosetas al =
Pasar de 50 a 100 microlitros de medio condicionadb.

Con respecto a la induccién de los diferentes medios condicionados
a la formacion de receptores para C3 (Grafica 2), se observd que la
actividad inductora se inicid a partir de 3 microlitros para el MCMP
Y SE con el 1 % de rosetas, mientras que para el MCPE (a 1la misma -
dilucién) presento un incremento del 6.5 % para posteriormente ser
Saturante en 25 microlitros con un 22 % de rormacidn rosetaria, co
menzando a disminuir para mantenerse constante con un 21,5 % de ro
Setas en los 100 microlitros y que para este mismo volumen el MCMP

¥ SE, no alcanzaron aGn los niveles de saturacidm.
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GRAFICA 1; CURVA DOSIS-RESFPUESTA DE LA INDUCCIQON DE RECEPTORES

Fo EN CELULAS DS MTDULA OSEA POR LOS DIFERENTES MEDIOS CONDIZIO=

NADOS: SUERO ENDOTOXICO (O), MACROFAGOS PERITONEALES (®), Y PUL-

MON ENDOTOXICO (A).
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GRAF ICA 2. CURVA DOSIS=RESPUESTA DE LA INDUCZION NDE RECEPTORES
23 EN CSLULAS DE MSDULA OSEA POR LOS DIFERENTES ME0I0OS CONIICIO=
NADOS: SUERO ENDOTOX ICO (0), MACROFAGOS PERITOMSALES (8), Y PUL=
MON ENDOTOX(CO (a).
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DETERMINACION DE LAS MASAS MOLECULARES DE LOS FACTORES FcRI Y C3RI
MEDIANTE CROMATOGRAFTA EN ULTROGEL ACA-54 Y SEPHADEX G=100/40,

Con el objeto de determinar las masas moleculares de los factores -
responsables de la inducdidn de sitios receptores para Fc v 03 se
procedid a cromatografiar 2 mililitros de los diferentes medios con
dicionados.

El perfil de absorcidn a 280 nm de las fracciones recolectadas del
MCPE cromatografiado en Ultrogel ACA-54, presentd un solo pico co—;
rrespondiente al volumen de elucidn de.112.5 mililitros (Grafica 3).
Asi mismo se utilizaron 100 microlitros de cada una de las fraccib-
nes para determinar los picos con mayor actividad biolbdgica,. tanto
para Fc como 03 (Grafica 3), observando que para el primerc se ene-—
cuentra en el volumen de elucidn correspondiente a 195.0 mililitros
con un 10 ¥ de rosetas mientras que el volumen de mayor actividad -
biolégica a C, se encontré en 150.0 mililitros con el 21,2 % de for
macidén rosetaria.

Mediante la -=xtrapolacidn; en la columng correspondiente al ACA-54
Previamente calibrada, se determinaron las masas molecllares del -
FCRI y C,RI, encontrando una masa de 10,500 daltones y 35,000 dal—
tones respectivamente (Grafica 4).

Los mediocs de SE y MCMP fueron cromatografiados a través -de una co
Iumna de Sephadex G-100/40. El perfil proteico a 280 nm de las frac
ciones recolectadas del SE cromatografiado, mostrd cuatro Picdés en
los volumenes de elucibén de 82.5 mililitros, 105.0 mililitros, 11?.5
mililitros y 127,.5 mililitros.

Subsecuentemente para realizar las determinaciones de las activida-
des biolégicas del Fc y CB’ se utilizaron 100 microlitros de cada -
una 'de las fracciones cromatografiadas, encontrando la mayor activi
dad del Fc en el volumen de elucibén de 177.5 mililitros con €1 ———
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21.2 ¥ de rosetas, mientras que para el C3 el volumnen encontrado -~
fue de 135.,0 mililitros ¥y un 20,5 % de rosetas (Grafica 5).

De la misma forma para MCMP, 1la absorcién a 280 nm de las fraccio-
nes recolectadas (Grafica 6), mostraron dos picos pertenecientes a
los volumenes de elucibn de 85,0 mililitros y 100,0 mililitrcs.

La mayor actividad bioiégica para el Fc se mostrd en el volumen de
172.5 mililitros y 13 % de formacidn rosetaria, en tanto que para
03 se localizd en los 132;5 mililitros con el 23,0 % de rosetas. -
La determinacidn de las masas moleculares se realizaron mediante =
extrapolacién en la columna donde los medios fueron cromatografia-—
dos, la cual fué previamente calibrada (Grafica 7)., encontrando ——
10,500 daltones para el FcRI y 34,000 daltones paralel c
pondiente al SE. '

3RI corres -

Asi mismo se encontro que las masas moleculares del FcRI y CSRI del

MCMP fueron de 10,500 daltcnes y 35,000 daltones respectivamente,
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DRTERMINACION DEL pH ISOELECTRICO DEL FcRI: Para determinar el pH

ispeléctrico del FcR1l, se utilizd® la tecnica del electroenfoque en
placa de Ultrodex ¥y ;nfolinas de rango de pH conccido (ver materia
les vy metodos), utilizando 20 mililitros del MCPE previamente desa
linizado.

Cémo resultado se obtuvo que l1a actividad para la formacidn de ro-
setas con el EA se encontraba exclusivamente en la EFraccidn N° 21
del electroenfoque encontrandc que para el FcRI el pH isoeléctrico
fué de 7.6 (Grafica 8).

La aparicidn del FcRI en una sola fraccidn, podria-indicar que se

trata de una sola molécula.

DETERMINACION DE LA CELULA PRODUCTORA DE LOS FACTORES INDUCTORES
PARA Fc Y C3

Con el objeto de investigar cual era la célula sanguinea responsa
ble de la induccidén de los factores para Fc y 03, se procedio a -
obtener l1os diferentes medios condicicnados (ver materiales y me-
todos).

Se observo que el medio condicionado de macrdfagos fue el anico -
capaz de inducir receptores para FC ¥y C3 (Tabla 3), obten%endo urn
13 ¥ y un 15 ¥ de rosetas para Fc y 03 respectivamente mientras -
que para los demas medios condicionados se encontrd que no presen
taron capacidad inducrora a la Fformacidn de receptores Fc y CS'
Otros estudios revelaron que el medio condicionado de granuioci——
tos, fue el fGnico que presentd actividad inhibitoria frente al —
medio condicionado de macrb6fagos (Tabla 4), el cual perdid toda -
su capacidad inductora para la formacidn de receptores para Fc ¥
03. LOs otros medios no alteraron la actividad bioldgica del me~

dio condicionado de macréfagos.
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En estudios realizados con fluidos corporales humanos (orina y -
suerc) de paciantes normales se Oobservo que la crina persi mostra
ba actiwvidad inductora nacia receptores FcC con un porcerntaje del

13 % pero no para 03, mientras que el suero presentd ambas activi
dades obtenie:.do un 12 % de formacion roseraria para Fc y un 21 %

para C, (Tablia S).
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DISCUSION

Esta bien establecida la existencia de receptores Fc y 03 sobre -
la membrana de los leugocitos, y la importancia que ellos tienen
en la defensa del organismo contra agentes extrafios.

Siﬁ embargo muy poco se conoce sobre el grado de diferenciacidn -
que las células necesitan para presentar esos receptores o los me
canismos que regulan su inducciédn.

El inductor de macrbfagos y granulocitos (MGI), tambien conocido
como factor estimulante de colonias (CSF) diferencia Precursores
mieloides hacia células morfoldgicamente maduras pero sin recepto
res para Fc y C3. demostrindose que existen otras moléculas dife—
rentes al MGI que son las responsables a la formacién de recepto-
res Fc y 03. Por lo tanto el inductor del Fc¢ (FcRI) ¥ €l inductor
de 03 (CSRI) completan la diferenciacidén de esas células en funcio
nalmente maduras,

Muchos intentos se han realizado hoy en dia para determinar 1la ma-—
sa molecular y el pH isoceléctrico del MGI, utilizando diferentes —
medios condicionados de animales y humanos, de tejidos, de organos
¥ fluidos corporales, asi como medios condicionados normales 0 ==
transformados por células in vitro,

Las propiedades moleculares obtenidas para el MGI varian de acuer-
do a la fuente de obtencidn y al metodo bioquimico empleado.

En este trabajo se demostro que los factores FcRI y CSRI estan tam-
bién presentes en los medios condicionados usados para el estudio -
del MGI,.
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Se observd que la induccidn de rosetas para FcRI utilizandc suero
endctdxicc resvlitd ser el Gnico que a ccncentraciones de 10C mi—
crolitros no aumentd en forma lineal, probablemente esto se nga

a la existencia de elementos tdxicos en este medio,

La induccidén a la formacidn de receptores para C3 en células de —
mélula &sea llego a un nivel de saturacidn de aproximadamente un
22 % a partir de 25 microlitros del MCPE, esto parece indicar que
el 78 % restante de las células no son inducibles a la Fformacion -
de rcsetas, al menos por el CSRI que se encontraba en este induc—
tor. La posibilidad de existencia de sustancias tdxicas en este —
medio condicionado es poco probable, va que se enccentraron 1os mis
mos‘niveles de saturacidén cuando se uso el MCMP y el SE.

En este trabajo se demostrd que a diferencia del MGI, los factores
FCRL ¥ C,
masa molecular aproximada de 10,500 daltones para el FcRI y 35,000

RI represerntan un juego homogéneo de moleculas con una —

daltones para el C,RI.

Como es conccidc las masas mroleculares determinadas por cromatogra
fia, suelen variar segun el tipo de gel utilizadc. En este trabajo
se utilizo tanto Ultrogel ACA-S54 como Sephadex G=-100/4C se obtuvie
ron masas moleculares muy semejantes 1lo que nos da un indicio de -
que probablemente estos valores esten cercanos a los reales. Ya que
existen con masas moleculares semejantes pero diferentes valcores -
de pH isceléctrico, y no se puede concluir que nuestros factores -
representen una especie quimica finica hasta gque no sean evaluados
sus pH isoceléctricos.

Se ha demostrado que los macrbfagos y linfocipos'son capaces de —-
producir MGI y estd implica la existencia de un posible mecanismo

de retroalimentacidn regulada por leucocitos.
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Segun los resultados de esta investigacidn, se dieron pruebas {(en
nuestras condicjones de cultivo) que los macrdfagos y no los gra-
nulocitos y linfocitos, son las Unicas células leucocitarias que
fueron capaces de elaborar tanto FcRI ccmo CSRI. Sin emﬁargo, esta
propiedad solo se mani?iesté exclusivamente cuando estas células -
fueron cultivadas en presencia de LPS, lo cual parece indicar que
esta actividad de control en la aparicidén de receptores inmunold-——
gicos existe in vivo, como por ejemplo en los procesos infecciosos,
Cabe asi mismo hacer notar, que el ccntrol de la aparicidn de -los
receptores para Fc y 03 en células mieloides puede estar bajo el -
control tanto de macréfagos ccmc de granulocitos ya que en este ==
trabajo se did evidencia de que el MCGP contenia un factor que —
inhibia el efecto inductor del MCMP. Por 1o que probablemente los
macrSfagos y granulocitos juegan un papel reelevante en la induc--—
cidén e inhibicidn de la produccidn de estos factores.

Los resultadcs obttenidcs muestran que el FCRI vy el C RI estan pre-—

sentes en el suero humano normal, mientras que en lasorina se an——
contro Unicamente el FcRI (lo cual indica que posiblemente el C3RI
no pasa la barrera glomerular del rifion).

Consideramos gue la existencia de estos factores en el ser humano
abre la posibilidad de un estudio de valor diagndsticor de estas mo
léculas en el suero de pacientes que presenten anormalidades hema-—
topoyéticas en donde una variacibdn de estos inductores puede ser -
sospechada.

Seria conveniente-  la purificacibdn del FcRI vy 03RI para estudiar su
posible aplicacidén terapeutica en aquellas enfermedades en donde -
se encuentren disminuidos y en los que sea nesesario elevar el nfi-

mero de receptores para Fc y 03.
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Finalmente hay que considerar que en este trabajo, el FcRI ¥ C3RI
de origen humano fue evaluado pcr medio de células de médula Ssea
murina, y que estudios similares deben de llevarse a cabo usando
médula &ésea humana, para determinar si estas mcléculas son seme——
jantes, Cabe aclarar que-estos factores existentes en el humano -
podrian ser estudiados mids facilmente utilizando médula Ssea de -
ratén la cual es evidentemente mis facil de obtener que la médula
Fumana. |
Consideramos que la importancia de esta investigacidén radica en 1la
contribucién hecha al entendimiento de la diferenciacidn celular -
en leucocitos, ademas de la identificaciédn de 1la existencia de dos
moleculas inductoras de interes bioldgico que asi mismo demuestra
que estos factores inducen a la formacidn de sitios receptores pa-
ra Fec vy C3 én precursores mieloides de médula Ssea, Y poseen carac
teristicas diferentes a las que se han reportado para la otra molé
cula diferenciadcra: el MGI a la cual hasta la fecha se 1le asocia-

ban las propiedades de inducir los receptores para Fc y CS'
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MEDIC DE EAGLE:

ARGININA
CISTEINA
HISTIDINA
ISOLEUCINA
LEUCINA
LISINA
METIONINA
FENILALANINA
TREONINA
TRIPTOFANO
TIROSINA
VALINA
GLUTAMINA
COLINA

Ac. NICOTINICO
Ac,. PANTOTENICO
PIRIDOXAL
RIBOFLAVINA
TIAMINA
INOSITOL

Ac,., FOLICO

APENDICE

CCONCEMNTRACIONES

Miligramos por
1000 ml de agua

10%
24
31
52
52
58
15
32
48
10

86

Equivalente

aprox, en mM,

0.6
c.2
0.2
0.4
c.a
0.4
0.1
0.2
0.4
C.05
0.2
0.4
2.0
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GLUCCSA 2000
NaCl 8000
KCl 400
caCl 140
MgSO, . 7H,O0 100
MgCl,.6H,0 100
Na,HPO,, .2H,0 . 60
KH, PO, 60
NaHCO, 350
ROJO FENOL 20
PENICILINA 0.5

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (SAF): Con el objeto de cecntar —

ccn ura solucidn amortiguadora para el maht?nimiento de la célula,
se utilizo la solucidn amortiguadora de fosfatos (SAF), la cual esta
constituida de los siguientes elementos en 1000 mililitros de agua
destilada.

KCl .2 ™
n
KH2P04 0.2
CacCl o,1 "
”n
MgCl,.6H,0 0.1
"
Na2HPO4.7H20 2.1

Bl CaCl y MgCl,

agua destilada, los compuestos restantes se diluyen en 800 miliili—-

.6H20 se diluyen por separado en 100 miliiitros de

tros de agua destilada, agregando al final poco a poco los 100 mili
litros iniciales. Se afora a 1000 mililitros y se esteriliza por me
dic de un filtro de membrana (Millipore USA) con un poroc de 22 mi--
cras de diametro.
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Se realizan pruebas de esterilidad en caldo soya., Se conserva en —

refrigeracidn hasta su uso.

SOLUCION DE ALSEVER: Solucibn amortiguadora para mantener los eri-

trocitos de carnero en condiciones normales in vitro durante S se—

manas. Se prepara como sigue:

CeH, 0, 20.50 gr
"
CGHSNa3O7'2H20 8.00
[1]
H306H507.H20 0.55
NacCl 4,20 ™

Se disuelve en un litro de agua y se esteriliza en autoclave, ajus
tando el pH a 6.1, Se efectuan pruebas de esterilidad en caldo de
Soya.

CRCMATOGRAFIA: La cromatografia en cclumna es facil de llevar a ——

cabo desde el punto de vista técnicc ya que es notablemente insen-—
sible a la ccmposicidn del eluyente y a la temperatura, Pudiendo -
tratar en esta forma compuestos muy labiles ccn pocas posibilida-
des de que se destruyan pues no produce desnaturalizacidn.
-Frécciona sustancias de muy alto pesc molecular dependiendo del =-
tipo de gei que se use, determinando asi la masa molecular de ma—-—
cromcléculas. También se usa para la disolucion de sustancias pPro-
teicas.

El gel Sephadex usado en este caso es muy estable Y pbuede ser usa-
do durante arfios sin que pierda sus propiedades cromatogféficas,si-

empre y cuando se evite desarrollo de microorganismos contaminan——
tes,
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En la cromatografia de gel de Sephadex se separan las sustancias -
de acuerdo a su masa molecular: las moléculas grandes emergen pri-
mero de la columna mientras que las pequefias son retardadas, esto

se debe a que las moléculas grandes nc penetran 1o0s enlaces cruza-
dos cue censtituyen un armazon tridimensional en cada particula de
gel. Las moléculas pequeilas tienen acceso a todos los espacios en-
tre las cadenas de la matriz del gel y por lo tanto, estan distri-
buidos igualmente entre el liquido libre y el liquido en el gel, -
1o que da lugar a que las moléculas pequefias permanescan estaciona
rias en el gel ¥y viajen a menor velocidad siendo arrastradas por -

el liquido que se hace fluir a través del medio cromatografiado —-
(116,117,118).

ELECTROENFOQUE: Esta técnica saca partido de la migracidédn de io—-

nes en un campo electrico.

Cuando se hace pasar una corriente continua. entre los electrodos -
en un medic con iones, los iones negativos (anidnes) se mueven =——-
hacia el electrodo positivo (&nodo), mientras que 10s iones positi
vos (catidnes) se mueven hacia el electrodo negativo (catodo), la
velocidad de migracién del ion depende de otras cosas, del tamafic
de la carga que lleva y de la magnitud de la corriente empleada. -
Se utiliza una matriz solida de gel de (Ultrodex) material que es
hidratado y poroso pero posee rigidéz mecanica, la matriz rigida -
impide la conveccidén y las alteraciones por vibracidn. No requiere
de un sistema opticc ccmplejo para pcner de manifiesto la pesiciédn

de las proteinas, ya que se detectan por medio de ensayos colorea-—
dos cualitativos.
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En esta técpica la muestra problema se encuentra sometida a wun —-—
campo eléctrico y a un gradiente de pH, dando por una serie de ——
anfolinas de pH conccido.

Las proteinas se separan en bandas de acuerdo a su carga eléctri-
ca y su pH, permitiendo realizar analisis de gran resolucidn con

cantidades minimas de mezcla compleja de proteinas (116,119).
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