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AREA DE TRABAJO

El presente trabajo se desarrolls en el laboratorio
de 1Inmunologia y Virologia de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autdnoma de

Nuevo Ledn.
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INTRODUCCION

Los fagocitos monunucleares en cultivo secretan una gran
variedad de moléculas con importantes funciones bioldgicas.
Estas moléculas secretadas incluyen a proteasas bien definidas
capaces de afectar proteinas extracelul ares Ctal como
col agenasa, elastasa, activador de pl asmi nédgenod<(1-3),

moléculas involucradas en procesos de inflamacidén y defensa

(las ©protefinas del complemento Cz o Ce, interferon,

lisozimad(4-6), Yy una variedad de wmoléculas definidas
principalmente por su capacidad para influvenciar en la
conducta de otras células. Incluidas en el dltimo grupo se

encuentran moléculas linfoestimilatorias las cuales podrian

ser jimportantes en modular algunas etapas de la respuesta

1nmfme (7=10). La interaccidén macrdéfago-linfocito es un

evento central tanto en el inicio como en la regulacidn de la

respuesta inmune C11), El1 contacto entre el macréfage y el

linfocito puede ser facilitado por un factor quimiotictico

producido por los linfocitos T el cual atrae macrdéfagos (12).
Por otro lado, se ha demostradeo que la interleucina-i
producida por macrdéfagos tiene efecto quimiotictico sobre
neutréfilos, monocitos, y linfocitos T y B (9,10,13,14). Ward.
reporté que los sobrendantes de 24 horas de cultivos de
macréfagos estimulades con antigeno eran capaces de inducir
quimiotaxis en neutrdéfilos, macrdédfagos Yy linfocitos (<185,
Estos factores quimioticticos podrian jugar mo s6l1g un papel
importante en la regulacién de la migracidn y traiafico celular

in vive , Sino tambien actuar en la etapa inductiva de 1la



respuesta inmune, Se ha demostrado que inmediatamente dezpugs

de la entrada del antigeno, se incrementa 1la cantidad de

células de la corteza profunda de los ganglios linfaticos
(16-18), Bajo la hipdtesis de que durante la fase temprana de
la respuesta inmune, la interaccidén entre el macrdédfago y el
linfocito podria facilit.grse por la produccidn de sustavr‘ncias
quimioticticas por parte de los macrdéfagos, se realizd el
presente trabajo , enéontrando actividad quimiotictica en 1;35
sobrenadantes de 6 y 24 horas de los macrdfagos ~est.trml.l.lachbs
con erjitrocitos de carnero, siendo. los' linfocitos pequefios l'a‘s
principales células respondedoras al sobrenadante de BA horas,
mientras que a los sobrenadantes de 24 horas también
respondieron neutrdéfilos en forma significativa. Las células
respaondedoras al sobrenédante de ©6 " horas parecen ser

linfocitos T ya que células de bazo de ratas desnudas nu/nu

son incapaces de responder a dicho estimulo, mientras que las

células de los padres heterocigotos si‘lo hacen. La produccidn
de sobrenadantes con actividad quimiotictica esti asocliada a
la presencia de antigeno en los cultivos de células adherentes
de ext..ldado peritoneal. Aunque la actividad quimiotictica de
los sobrenadantes de 24 horas se ha reportado previamente, no
existen reportes de actividad qhind.otéctica a las 6 horas.
Esta actividad quimiotactica de los sobrenadantes de 6 horas
es producida aun después de tratar células adherentes de

exudado peritoneal con anticuerpos antli célulias T y B,

indicando que es un, producte neto de 1los macrdfagos. En la

caracterizacidn inicial, hemos encontrado que la actividad en

los sobrenadantes de 6 horas es inhibida por tripsina,



o
quimiotripsina, papaina, papaina con urea 8 y a 70 C/30° Yy

o

100 CA10°.



ANTECEDENTES

Ultimamente bha recibido mucha atencidén el estudio de 1la
cingtica y factores solubles producidos por los macréfagos,

asi como la importancia de la interaccidén de estas células con

los linfocitos T y B.

En los 60’°s, Fishman y Adler enfocaron su atencidn al

probable procesamiento del antigeno por el macrdfago. Sus

trabajos se fundamentaron en que el ARN de macrdéfagos

incubados previamente con bacteridfagos, era capaz de

estimular la sintesis de anticuerpos contra dichos fagos, por

células de ganglios linfiticos en camaras de difusidn (1Q).
Askonas y Rhodes reportaron que tales extractos de ARN
contenian antigeno y sugirieron que los macrdéfagos podian

procesar el antigenc para hacerlo altamente inmunogénico (20).

Subsecuentemente Adler, Fishman y Dray describleron un segundo

tipo de ARN de macrofagos que era capaz de inducir la sintesis

de anticuerpos especificos los cuales llevaban un marcador

alotipico del macréfago, Esto implicaba que la informacidn

gengtica habia sido transferida del macrdfago a la célula

productora de anticuerpos (21).

Por otra parte, Molser demostré in vitro que la respuesta

primaria de anticuerpos por ceé¢lulas de bazo de ratdénm contra
eritrocitos de carnero dependia de 1a interaccién de células
adherentes al vidrio (fraccidn rica en macrdfagos) y células

no adherentes (fraccidn rica en linfocitos). La remocidn de

cualquiera de estas fracciones inhibia la respuesta (22). De

12 misma forma Oppenheim, Leventhal y Hersh demostraron que la



transformacidn in vitre de linfocitos humanos inducida por el
antigenc era inhibida marcadamente cuando los macrdfagos eran
eliminados de las suspensiones de leucocitos humanos al pasar
estas a través de columnas con perlas de vidrio (23). La
restauracisn de la respuesta se lograba al agregar macrdéfagos
a las suspensiones de leucociteos (24).

Rosenthal 25) propone un interesante modelo de

interacecisn macrdfago-linfocito. En este, el evento inicial es

una interaccidn independiente de antigeno entre el macrdéfago y

el linfocito, la cual es reversible, ‘especifica de especie y
dependiente del metabolismo del macrdfago. Si los macrdéfagos
llevan antigeno para lo cual un Jlinfocito dado posee un
receptor especifico, entonces ocurre un Ssegundo evento, el
cual es {irreversible y dependiente de antigeno para 1la
estabilizacidn de la unidn macrdéfago=linfocito. Esta dltima
etapa requiere que el macréfago y el linfocito sean
histocompatibles. Finalmente, luego de sintetizar ADN, el

linfocito se divide, iniciando la linfoproliferacidén y por

ende la respuesta inmme .Este modelo se resume a

continuacidén. MO, macrdéfago; L, linfocito; Ag, antigeno @

MO*L*AQ__>[M0-LI+AQ._%£MO-AQI+L

N/
[(MO-Ag-L]

?
N
MO_ + 2L <_ (MO-Ag-2L] <__ gintesis {.le ADN



Recientemente, Oppenheim demostré que muestras de

interleucina-i altamente purificadas no tienen acclidédn

quimiotactica in vitro , Y que por el contrario existen otras

sustancias con actividad quimiotictica tales como un factor

proteico denominado factor guimiotdctico para neutrdfilos

derivado de macréfagos (FQNDMD cuyo peso molecular es de 68500

c2m. De iqual forma, Wolpe y col., demostraron que una

proteina de bajo peso molecular (8000), la cual fué¢ llamada

proteina inflamatoria del macrédfagoe CPIMD, inducia 1la

gquimiocinesis de los neutrdfilos (28),.

Existen sustancias que pueden inducir la quimiocinesis de

linfocitos in witro. Tales sustancias incluyen a la caselina,

el componente del complemento Csa , y el f=-Met-Leu-Phe, los

cuales son continuamente utilizados como controles en

experimentos de migracidén (29). En este punto debe hacerse una

distincidn entre quimiocinesis y quimiotixis. La quimiocinesis

es el movimiento al azar de las células, mientras que 1la

gquimiotaxis es un wmovimiento dirigido hacia el agente

atrayente y su demostracién depende del uso de gradientes

C30-31D.

Un hecho notable en la interaccidn macréfago-linfoclito es

que los linfocitos tiendenm a adherirse alrededor del

macrof ago. Los timocitos (32=34), linfocitaos de sangre

periférica (35-36), y los linfocitos provenientes de gianglios

linfiticos y otros tejidos 1linfoides (32-34), han mostrado

adhesién a los macrdéfagos. La adherencia a los macrdéfagos

peritoneales fu¢ mas fuerte que a macrdfagos alveolares,



neutrofilos, eosinéfilos o fibroblastos (32,37). Ademias, 1la
adherencia fue mucho mayor en presencia de una reaccidn
inmune. Salvin y col. (34), observaron que los linfocitos de
cobayo sensibilizados a antigeno mostraron locomocidn tanto en
presencia como en ausencia de antigeno y que se adherian a los
macréfagos sdlo en presencia de antigeno, mientras que los
linfocitos no sensibilizados no lo hacian.

Este fendmeno de adhesidn de linfocitos inmunes a
macréfagos es una forma muy especlializada de adhesidn
intercelular la cual podria Jjugar papeles muy importantes,

como el de permitir el contacto necesario célula-célula para

la interaccidn entre el macrdéfago y el linfocito T cooperador

c38).



MATERIAL Y METODOS

Animales. En los experimentos reportados en este trabajo se

utizaron ratas singénicas de 2-3 meses de las cepas Wistar,

nuw/nu y nuw/st Estos animales fueron donades por el

Departamento de Inmunologfia del Hospital

Universitario ,

Monterrey, Nuevo Ledn.

Preparacién de células fagoci ticas mononuc leares. Se

obtuvieron células de exudado peritoneal de rata mediante
lavado peritoneal utilizando medio minimo esencial estéril

{MEM, Gibco Laboratories, Grand Island, N.Y.)(39,40). Las

se depositaron en cajas
S

celulas recuperadas se contaron y

petri de vidrio de 60 x 15 mm. a uma concentracidn de 3 x 10

[=]

LLas células se incubaron toda la noche a 37 C.
Posteriormente, las c¢células no

celul as/caja.

adherentes se removieron

mientras que las células adherentes se lavaron una vez con

solucidén de Gey (41) y tres veces con una solucidén de NaCl al

0.85 X. Mias del 95X de la poblacidén final eran macrdéfagos,

determinados as{ por la morfologia celular.

Produccidn de sobrenadantes con actividad guimiotictice. La

poblacidén de macrdéfagos obtenida se incubd con 4 ml
=

[~
solucidn de Gey y 10 eritrocitos de carnero (ECa) a 37 C.

Los sobrenadantes se colectaron desde

de

los 30 minutos hasta

las 48 horas de incubacidn, las células se removieron por

<
a 6 C b4

o
los sobrenadantes se mantuvieron congelados a =20 C hasta

centrifugacién a 1600 r.p.m. por 10 minutos

su

uso en pruebas de quimiotixis. Los controles fueron los

siguientes: solucidén de Gey (control negativo), solucidén de



se probaron para actividad quimiotactica (48).

Electroforésis.en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato

de sodio. Este tipo de electroforésis se llevd a cabo de

acuerdo al método de Laemii (46) utilizando geles separadores

al 11 ¥ (2 mm. de grosor ¥y 12 c¢cm de largod. Las muestras

conteniendo proteinas se desnaturalizaron en dodecil sulfato

de sodio al 4 X bajo condiciones reductoras , calentindolas a

ebullicidn por 5 minutos. Posteriormente aliquotas de las

muestras se depositaron en el gel separador. El gel entonces

se corrid a 100 volis, hasta que el frente de migraciédn habia

alcanzado un 90 X de 1a longitud del gel. Se utilizaron los

siguientes marcadores de peso molecular: albdmina bovina (66

Kd), albumina de huevo (45 Kd), gliceraldehido-3-fozfato

deshldrogenasa (36 Kdd, anhjdrasa carbdnica ce9 Xd),

tripsindgeno (24 Kd), inhibidor de tripsina <¢(20.1 Kd) ¥y

a~lactalbumina C14.2 Kd). Estos estandares se obtuvieron de

SIGMA.

Demostraciédn de los macrdfagos como las células productoras

del factor qguimiotactico de las & horas. Se trataron

cultivoes de células adherentes de exudade peritoneal con

anticuerpos monoclonales anti linfocitos T y timocitos

(SEROTEC, MCA 52), mas anticuerpos monoclonales anti linfocitos

B (SEROTEC, MCA 340) y complemento de cobayo, de la sigulente

manera: los cultivos de macrdfagos se trataron con una mezcla

de anticuerpos monoclonales anti ce¢lulas Ty B a1l 1 %,y se



cazeina (0.75-3 mg/ml, control poxitivo, MERCK, Naucalpan,
México) y sobrenadantes de 6 horas de macrdfagos incubados sin

antigeno o mitdégeno (control negativoed.

Preparacidén de células linfoides de sangre periférica y bazo.

Se obtuvieron leucocitos de ratas singénicas Wistar, nu/nu y

nuw/'+ de cualquier sexo. En cada experimento se obtuvieron

asépticamente el bazo y sangre periférica de una rata y la
suspension de células resultante se centrifugd en solucidn de

Ficoll-Hypaque 1.007. Las cé¢lulas recuperadas se lavaron &

veces en solucidén de Gey y finalmente se resuspendieron en 1la

s
misma soclucidn a una concentracidén de 1 x 10 células/ml.

Prueba de guimiotéxis. Para la prueba de quimiotédxis se

utilizéd la prueba de migracién en filtros desarrollada por

Wilkinson (41). Se utilizaron filtros Gelman (Versapor 3000,

Gelman Sciences Inc. Ann., Harbor MI) de 3 micras de tamafio de
poro. El compartimiento inferior de cada camara contenia sdlo
el material de prueba diluido en solucidn de Gey (1:2) y fue

llevado a un volumen final de 5 ml. El compartimiento

superior de cada ciamara contenia 0.25 ml. de una suspensidn de

células de bazo o sangre periférica a una concentracién de 1 x
S

10 células/ml en sclucidn de Gey.
<

tres horas a 37 C. Después de la incubacién las

Las cimaras se incubaron por
cimaras se
desensamblaron y los filtros se fijaron con etanol absoluto,
siguiéndose el sigulente proceso de tincidn:

Agua destilada (1 mind, hematoxilina (25 seg), agua desti)lada

(1 wmind, agua corriente (10 mind), etanol al 70% (2 mioO,

etanol al 95% (3 min), mezcla de etanol al 80X y butanol al

10



20% (S min), y xilol (10 min). (41,42), Para la medicidn

cuantitativa, se utilizdé el método de conteo de la superficie

inferior de los filtros y se conté el nuimero total de células
que migraron en cada filtro. Se registraron los promedios de

al mEeNnos dos determinacianes por triplicado en cada

experimento.

Pruebas cruzadas C(checkRerboard assays>.Para detectar si 1la

actividad encontrada en los sobrenadantes de 8 horas era

quimiotiactica o©o gquimiocindtica se ' desarrollaron pruebas

cruzadas en gradientes. Los sobrenadantes de 6 horas se

¢olocaron sdélo en el compartimiento inferior (gradiente

positivo del factor quimioticticol), en ambos compartimientos

(ausencia de gradiente), o sdélo en el compartimiento superior

Cgradiente negativo) de acuerdo al método del “checkerboard

assay"” desarrollado por Zigmond y Hirsch (31).

Esquema de I'nmunizacidén . Para determinar si 1la inmunizacidn
con el antigeno tenia alguna influencia sobre la respuesta de

células de bazo al factor quimiotictico, se imnocularon ratas

Wistar ba jo el siguiente esguema de inmuni zacidn,

administrando el antigeno por la via intraperitoneal: Dia 0, 1

<

ml. de ECa (10 ) en Adyuvante Completo de Frelnd ; dia 15, 1
° o

ml. de ECa (10 ) ; dia 25, 1 ml. de ECa (10 ) ; dia 29,

H se

utilizaron células de bazo de estas ratas para pruebas de

gquimiotidxis previa demostracidén de la presencia de actividad

hemolitica en los sueros de estos animales mediante una prueba

directa de hemdlisis con el mismo antigeno.

11



Determinacidn de la viabilidad celular. La viabilidad de las
células utilizadas en todos los experimentos fué superior al

95 X. La viabilidad fue determinada por el metodo de exclusidn

del azul tripano (43).

Susceptidilidad a enzimas. Los sobrenadantes de 6 horas
provenientes de cultivos de macrdfagos estimulados con
eritrocitos de carnero se trataron c¢odn tripsina (1 mg/ml,

SIGMA Chemical St. Louis MO, EC. 3.4.21.4, tipo IO,
quimiotripsina (1 mgs/ml, SIGMA, EC. 3.4.21.1, tipe I-S, o

<

ribonucleasa (4U/ml, SIGMA, tipo X-AJ; por 3 horas a 37 C;
dichos sobrenadantes fueron también tratados con papaina (1
mg/sml, SIGMA, EC. 3.4.22.2., tipo I1II) y con papaina mis urea

(=]
8M por una hora a 37 C (44).

Estabilidad al calor. Se determind la estabilidad de 1los

sobrenadantes de 6 horas de macrdéfagos estimul ados
-] (=4 o

antigénicamente, a 56 Cr/30°’, 70 Cr/30° y 100 Cr10’ (45).

Effecto de la actinomicina D en la produccidn detl factor
gquimiotactico. Algunos cultivos de macraf agos se
trataron con actinomicina D (1 ugerml. Pharmaciad por una

o

hora a 37 C y luego se incubaron con eritrocitos de carnero
°

(10 ) por 6 horas. Los sobrenadantes de estos cultivos se

colectaron y se utilizaron para pruebas de actividad

quimiotactica (45).,

Estimulacidn con LPS. Se trataron macrdéfagos peritoneales con
lipopolisacarido (10 ugsml, SIGMA, de £. coli 0111:B4) por 6

[+
horas a .37 C. Posteriormente se colectaron los sobrenadantes y

12



L=
incubaron a 4 C/30°’. Posteriormente los cultivos se lavaron £

veces con solucidn de Gey y se les afladid suero de cobayo al
(=
10 %X. Los cultivos se incubaron a 37 Cr45" vy se lavaron 3

veces con la solucién de Gey. Finalmente se les afadieron

eritrocitos de carnero y se colectaron los sobrenadantes de 6

horas.

Presentaciétn y analisis de los datos. Los resultados
obtenidos en este estudio representan 1a media +/=- el error
estiandar de la media de al menos dos determinaciones por
triplicado. Se utilizé 1la prueba F .'y la prueba ¢ para

determinar la significancia estadistica de las diferencias

observadas en algunos experimentos.

13



RESULTADOS

Produccidn de sobrenadantes con actividad guimitotactica.los
resultados que se muestran en la Figura 1 indican que los
macr&f agos estimul ados in vitro con ECa, producen
sobrenadantes con actividad quimiotictica a las 6 y 24 horas
después de la estimulacisdn. Resultados similares se obtuvieron
cuando se usaron células de sangre periférica como blanco de
la actividad quimiotactica. La utnica diferencia observada fué
que éstas células respondian mejor que las células de bazo a

los sobrenadantes de 24 horas (Fig. 2):

Células blanco de los sobrenadantes con actividad
Quimiotactica. Las principales células respondedoras a los
sobrenadantes de 6 horas fueron linfocitos pegquefios (6uw),
mientras que los neutrdfilos también respondieron
significativamente a los sobrenadantes de 24 horas (Figs. 2 y
. En la figura 4 se muestran respuestas de migracién de

célul as de bazo a los sobrenadantes de 6 y 24 horas y hacia la

solucidén de Gey. Observamos una mayor respuesta de migracidn

hacia el sobrenadante de 6 horas comparada con el sobrenadante
de 24 horas y la solucién de Gey. Por otra parte, nuestros
experimentos suglieren que las células T son probablemente las
principales cé¢lulas blanco hacia el factor quimiotactico de
los sobrenadantes de 6 horas dado que células de bazo de ratas
desnudas (nu/nuw no respondieron a este sobrenadante mientras
que sus padres heterocigotos si lo hicieron (Fig. 5). La
respuesta de nu/+ al sobrenadante de 5 hor as fue

significativamente mayor que al sobrenadante de 6 horas de

14



macréfagos incubados con solucidn de Gey (F € 0.01) ©o a 1a
solucidn de Gey (P < 0.001). La respuesta de nu/+ a cualquier
tratamiento fué mayor que la respuesta de nunu (P < 0.01).
Todas las demids diferencias entre grupos experimentales no

alcanzaron significancia estadi{stica con una P = 0.05.

Dependencia aniigénica para producir sobrenadantes con
actividad guimiotactica. Se demostré también la dependencia
antligénica en los cultivos de macrdéfagos para producir
sustancias con actividad guimiotictica hacia linfocitos. La
Figura 6 muestra respuestas de migracion de cé¢lulas de bazo de
ratas inmunizadas in vivo con ECa hacia el sobrenadante de 6
horas proveniente de macrdéfagos estimulados in vitro con ECa
(1A3 o de macréfagos no estimulados (1B) y las respuestas de
células de bazo de ratas no sensibilizadas hacia sobrenadantes
de 6 horas proveniente de macrdfagos estimilados in witro
(2A) o de macrdfagos no estimulados (2B), Como se puede
observar sélo los sobrenadantes provenientes de macrdéfagos
estimulados in wvitro produjeron actividad quimiotictica. No
hubo diferencia en la respuesta hacia el estimulo
quimiotactico de las células linfoides de animales inmunizados
o no. Las diferencias entre los grupos 1A o ZA con los grupos
iB, 2B o solucidn de Gey fueron significativas con una P =
0. 05.

Caracterizaciédn parctal de sobdrenadantes de 6 horas con
actividad gquiniotactica. El producto activo en los

sobrenadantes de 6 horas parece ser una proteina, la cual es

susceptible a varias enzimas como tripsina, quimiotripsina y
1020091623

15
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papaina y es inestable a 70 C/30” y 100 Cr10°. La tabla I

muestra las diferencias observadas entre las respuestas de

migracidon hacia el material de prueba mas tratamiento vy

controles sin tratamiento. Los resul tados mostrados

coresponden al porcentaje de reduccidén de 1la actividad

comparando muestras del mismo lote del sobrenadante. La

adicidédn de actinomicina D 2 los cultivos de macrdfagos antes
de la estimulacidén con ECa, inhibié la produccidén del factor
de las 6 horas, indicando que su producciédn depende de
sintesis activa de proteinas bajo estimulo antigénico. E1
tratamiento con lipopolisaciride no estimula la produccidén del

componente activo en 1os sobrenadantes de 6 horas (Tabla
1ID.

Hemos llevado a cabo corrimientos electroforéticos con y sin
DodecilSulfato de Sodio y hemos encontrade una proteina de
aproximadamente 17,000 daltones presente sdlo en los

sobrenadantes de 6 horas de macrdéfagos estimulados por 6 horas

con ECa. C(Fig. 7).

Pruebas de tablero (Checkerboard assays). Como se muestra en

la Fig. 8, se demostrdé actividad quimiotiactica en pruebas de
gradientes. La mayor respuesta de migracidén de células de
bazo se encontré en gradientes positivos, mientras que las
respuestas hacia el gradiente negativo o en ausencia de este,
fueron comparativamante menores. Todas las diferencias entre

grupos experimentales tuvieron significancia estadistica con

una P < 0.01.
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Demcstracidn de los mocrofagos come las células productoras
del factor guimiotictico de las 6 horas. En 1la tabla III se
puede apreciar que el tratamiento de cé€lulas adherentes de
exudado peritoneal con anticuerpos anti células T y B no tiene
ningun efecto sobre la produccidn del factor quimiotactico de

las 6 horas, sugiriendo que los macréfagos son la fuente de

dicho factor. En ésta tabla se puede también observar las

respuestas de migracidén de células de bazo hacia sobrenadantes

de 6 horas de cultivos de macréfagos de ratas Wistar o nu/nu

incubados con ECa. Ademds se puede apreciar la respuesta de

migracién hacia suero de cobaye al 10 % y hacia solucidn de

Gey. Los tratamientos A,B o C mostraron diferencias

significativas con respecto a los tratamientos E o D con una P
= 0.05. Todas las demis diferencias entre tratamientos no

alcanzaron significancia estadistica con una P = 0.05.

62911
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DISCUSION

Se ha demostrado previamente (47,48) que las células T
activadas pueden producir sustancias quimioticticas para
macréfagos de modo que la interaccidn linfocito-macréfago se
facilite.

Nuestros experimentos se diseflaron para demostrar el
efecto opuesto, es decir, que los macrdéfagos producen algun
Cos) factor (es) quimiotictico (s) para linfocitos T despues
de un estimulo antigénico en la etapa temprana de la respuesta

i nmune.

Las cé¢lulas adherentes de exudado peritoneal produjeron al
menos dos sustancias (Si y S2) las cuales atraen linfocitos.
S1 se produce 6 horas depués de estimulo antigénico, mientras
que Sz se produce luego de 24 horas de estimulacidn.

La sustancia producida a 1las 24 horas podria ser
interleucina-1 (IL-1>, una molécula bien estudiada por Miosecc
y otros (9,10,13,14,44) la cual tiene actividad quimiotaictica
para linfocitos, neutréfilos y monocitos.

Este hecho hizo enfocar nuestra atencidn al factor de las
6 horas debido a que no ha sido reportado aun.

Las cé¢lulas de bazo respondieron bien a los sobrenadantes
de 6 horas, mientras que las células de sangre periférica
también respondieron a los sobrenadantes de 24 y 25 horas.
Parece haber una seleccidn de las células para responder a
dichos sobrenadantes, ya que nosotros encontramos que
linfocitos pequeBos (6u) responden preferencialmente a los

sobrenadantes de 6 horas, mientras que neutrdéfilos

respondieéon en forma significativa a los sobrenadantes de <24

18



horas. La presencia de al menos dos sustancias producidas en
diferentes etapas de la respuesta inmme pueden promuever
respuestas de migracidn de diferentes células.

La sustancia producida a las 6 horas parece estimular sdélo
a células T ya que las células de ratas desnudas (nu/nuw no
respondieron al tratamiento, mientras que las de sus padres
Cnus+4) si lo hicieron.

Por otro lado, parece ser que Jlos macréfagos son los
responsables de producir la sustancia quimiotidctica de las 6
horas ya qgque células adherentes. de exudado peritoneal
tratadas con anticuerpaos monoclonales anti células T y
B continian produciende dicha sustancia. Otra evidencia es
que las células adherentes de ratas nu/nu (carentes de tismo y
por tanto de linfocitos T) producen sobrenadantes de 6 horas
con actividad quimiotactica, despues de estimulo antigénico.

Otro aspecto importante de este trabajo fué demostrar si
el factor responsable de la actividad quimliotactica en los
sobrenadantes de 6 horas, era IL-~1. La caracterizacidn parcial
ha mostrado una alta susceptibilidad a 1la digestidén por
tripsina, quimiotripsina y papaina, estos datos no concuerdan
con aguellos reportados para interleucina-i, 1a <cual es
relativamente resistente al tratamiento con estas enzimas
(44>, Mas aun nuestra sustancia no es producida bajo
estimilacidn mitogénica utilizando LPS el cual es un potente
inductor de IL-1i. La dnica caracteristica en comin es que los
pesos moleculares de 1la IL-1 y de nuestra sustancia son
similares, la IL-1 murina y humana pesa 17,450 daltones (49),

mientras que nuestra sustancia pesa aproximadamente 17,000
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daltones.

Se concluye que las células adherentes de exudado
peritoneal (macrdfagos), produjeron una sustancia
quimiotictica en la etapa temprana de la respuessta inmune
(sobrenadantes de 6 horas), cuyo blanco probable son 1los

linfocitos T. Esta sustancia podr{a jugar un papel en la

activacién inicial de 1la respuesta inmme Yy puede ser
responsable de la acumulacidn especifica de linfocitos T en
los dérganos periféricos después de un reto antigénico. Esta
molécula no tiene efectos especificos de antigeno debido a que
células sensibles al antigeno y no sensibles responden de la
misma manera a esta sustancia. Es necesario establecer si ésta

sustancia tambieén colabora en la activacidn de células T.
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FIGURA 1

RESPUESTA DE MIGRACION (cuentas celulares)

300
2697 . c(:ofE:lNﬂAﬁ.ltlw)
- W soLucion oe ac
160
100 7
650 v
0 T T T T T T
2 4 6 8 11 13 15171921232425

TIEMPO (hores)

O.Jfﬁ 1[5 é
CASEINA (mg/mi)

21



FIGURA 2

RESPUESTA DE MIGRACION (cuentas celulares)
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FIGURA 3

RESPUESTA DE MIGRACION {cuentas celulares)
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A ECa-6hs
B ECa-24hs
C Solucidn de Gey
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FIGURA 5

RESPUESTA DE MIGRACION (cuentas celulares)
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FIGURA &

RESPUESTA DE MIGRACION (cuentas celulares)
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FIGURA 7
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FIGURA 8

RESPUESTA DE MIGRACION (cuentas celulares)
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TABLA |

REDUCCION
TRATAMIENTO DE LA

ACTIVIDAD (%)
TRIPSINA a5
QUIMIOTRIPSINA 98
RNasa 0
PAPAINA 70
PAPAINA + 70
UREA 8M
56°C/30’ 1
70°C/30° 70

100 'C/10’ 93
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TABLA i

RESPUESTA
DE
MIGQRACION

TRATAMIENTO (cuentas celulares)
ECa-6he 140 ¢ 27
ACTINOMICINA D’ 57 * 13
+ ECa
LPS-6hs 45 * 11
SOLUCION DE QGEY 74 ¢ 2

'Se cultivaron macrofagos previamente con
actinomicina D por 1 hora e inmediatamen-
te se incubaron con ECa por 6 horas.
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TABLA 1li

TRATAMIENTO

RESPUESTA DE
MIGRACION
{cuentas celulares)

A Anti-células T/B
B ECa-6hs

C Nuw/rnu-6hs

D Suero de ¢obayo
E Solucién de Gey

* 44 +/- 10
67 +/- 10
66 +/- 24

9 +/-6
18 «/- 13
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