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Resumen

El eje monocito-macrofago o sistema mononuclear
fagocitico participa eficazmente en procesos
fisiologicos y patologicos. Los macrofagos constituyen
la primera linea de defensa contra agentes extrafios y
controlan procesos degenerativos eliminando células
anormales e inhibiendo su division. El  tipo de
activacion durante la diferenciacion de monocito a
macrofago debe estar controlado, a fin de obtener
resultados objetivos en su analisis molecular, funcional
o morfologico. Las técnicas in vitro son usadas
ampliamente para éste tipo de estudios. El presente
trabajo tuvo como objetivo estandarizar un método
sencillo y eficaz, basado en la capacidad de adhesion de
los monocitos al plastico y su diferenciacion, a fin de
obtener macrdofagos inactivos (naive) a partir de sangre
total. Su utilizacion permitird, mediante la activacion
con ciertos antigenos y la adicion de citocinas o
mitogenos, realizar estudios sobre la expresion de genes
que se regulan transduccionalmente.

PALABRAS CLAVE: Monocitos, Macrofagos, Células
mononucleares

Introduccion

Una parte esencial en el complejo funcionamiento
de nuestro sistema inmunoldgico la constituyen
sus componentes celulares. Un rango extenso de
funciones antimicrobianas y antiparasitarias y su
amplia distribucion en nuestro organismo,
caracterizan al sistema mononuclear fagocitico o
eje monocito-macrdéfago (1, 2). El mismo esta
constituido de monocitos circulantes (4-6 % del
total de las células leucocitarias) y macrofagos
tisulares que se identifican y reciben un nombre
particular segin la localizacion anatémica,
especificamente: células de Kupffer en higado,

MACROPHAGES OBTAINED FROM MONONUCLEAR
CELLS PRESENT IN PERIPHERAL BLOOD

Abstract

The monocyte-macrophage axis or mononuclear
phagocytic system participates efficiently in
physiologic and pathological processes. Macrophages
are the first line of defense against foreign agents; in
addition, they control degenerative processes
eliminating abnormal cells and inhibiting their division.
The activation during the differentiation of monocyte to
macrophage should be controlled, so objective results at
the molecular, functional or morphological level could
be obtained. These in vitro techniques are broadly used
for this type of studies. The purpose of this report is to
describe a simple and effective method for the isolation
and differentiation of monocytes to inactive (naive)
macrophages. The technique is based on the capacity of
blood monocytes to adhere on plastic and differentiate
to naive macrophages. The naive macrophages thus
obtained, could be useful in studies on the expression of
transductionally regulated genes, following activation
with antigens and cytokines or mitogens.
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macrofagos alveolares en pulmoén, microglia en
sistema nervioso central, osteoclastos en hueso,
células tipo A sinoviales en articulaciones, e
histiocitos o células de Langerhans en piel (3). Su
elevado poder fagocitico es esencial en la
regulacion y control de células anormales. La
infiltracion de los macréfagos en tejidos tumorales
y la destruccion de estas células, le confieren un
protagonismo esencial en los mecanismos de
defensa tumoral. Los macrofagos secretan
mediadores que inhiben la division de las células
tumorales, esto se suma a su actividad citotoxica
directa (MTC, macrophage-mediated tumour
cytotoxicity) por la presencia de anticuerpos
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mediante la citotoxicidad tipo ADCC (antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity) (1, 3, 4).
La presencia en monocitos y macrofagos de
receptores de superficie para las fracciones Fc de la
inmunoglobulina G (IgG) son de gran utilidad en su
identificacion (6). EI FcRI (CD64) es un receptor
que se expresa claramente en monocitos y
macrofagos activados, y juega un papel de suma
importancia en las reacciones de tipo ADCC. El
FcRII (CD32) se halla también en los neutrofilos,
linfocitos By algunos linfocitos Ty participaen la
respuesta T proliferativa, siendo ademas una diana
para las cé€lulas asesinas naturales o células NK (7,
8). Los monocitos y los macrofagos son células
presentadoras de antigeno (CPA) muy importantes,
por tanto poseen moléculas de clase I1 de los genes
del complejo mayor de histocompatibilidad o MHC
(HLA-DR, - DPy —DQ) (9, 10). Los antigenos de
superficie de los monocitos y macréfagos son de
gran relevancia en su estudio. La molécula CD14 es
el antigeno de superficie més caracteristico de la
linea monocitaria y se le denomina LBP
(lipopolysaccharide binding protein). Se expresa
en alta densidad tanto en monocitos como en
macrofagos y constituye un excelente marcador de
superficie (11, 12). El antigeno CD68 se manifiesta
de forma abundante solamente en macréfagos y
tiene funciones asociadas a la endocitosis de
organismos extraflos como levaduras, virus,
bacterias, pardsitos protozoarios y células
tumorales (13). Su accion en la defensa local esta
mediada por componentes bacterianos como el
lipopolisacarido (LPS), endotoxina de las bacterias
Gram negativas que es determinante en el control
de infecciones microbianas y procesos
granulomatosos degenerativos (14). En estos
ultimos, su actividad puede ser nociva y a menudo,
exacerba algunas situaciones patologicas como las
observadas en la sarcoidosis y la tuberculosis (15).

La diferenciacion de los monocitos a
macrofagos depende de las condiciones de
activacion y de cultivo, debido a que la
estimulacion con antigenos o anticuerpos dirigidos
contra sus receptores produce efectos particulares
en su morfologia, sintesis de mediadores quimicos
y expresion de sus moléculas de superficie (16). El
analisis molecular, funcional o morfologico de las
células fagociticas debe llevar un control Optimo de
las condiciones de su activacion. La diferenciacion
in vitro es un método ampliamente usado en
estudios sobre desarrollo, funcion y actividad de los
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macrofagos, y a diferencia de los obtenidos in vivo,
estos son macrofagos no activados o naive. Los
macrofagos naive, mediante una activacion
controlada pueden aportar datos importantes sobre
el origen celular y molecular de su actividad
enzimatica, produccién de mediadores solubles y
expresion antigénica, asi como de las posibles
alteraciones en las mismas (5). Existen otros
métodos que permiten obtenerlos a partir de médula
6sea induciendo la diferenciacion mediante la
adicion al medio de cultivo de citocinas, como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la
interleucina IL-4 o los factores de crecimiento M-
CSF y GM-CSF (4, 16, 17); sin embargo, estos
ensayos son costosos. El contacto de los receptores
de la superficie celular del monocito al colageno o
al plastico, dan inicio a la sefializacion intracelular
necesaria para su diferenciacion, lo que permite la
obtencion de macrofagos a partir de células
mononucleares de sangre periférica (5,18). Este
método de bajo costo y facil realizacion, nos provee
de una fuente confiable para obtener macréfagos
derivados de monocitos de sangre periférica in
vitro, que se pueden emplear en una amplia gama de
estudios. Lo versatil, sencillo y econdmico de su
realizacion permite ademds emplear antigenos,
factores de crecimiento, citocinas o anticuerpos,
para inducir la maduracion de los monocitos y el
estudio de la expresion de diferentes genes en los
macrofagos, de acuerdo al tipo de activacion
empleado (21, 22, 26, 27). En el presente trabajo se
estandariz6 éste sencillo y eficaz método para
obtener macrdéfagos inactivos a partir de sangre
total.

Material y Métodos
Separacion de las células mononucleares

La separacion de las células mononucleares se
realizd por el método de centrifugaciéon por
densidad (Ficoll). La técnica de diferenciaciéon
celular por adherencia se realizd mediante la
modificacion del método originalmente disenado
por Hassan et al. (18). Se obtuvieron entre 10 y 25
ml de sangre total de individuos clinicamente
sanos, con reaccion negativa a los diferentes
marcadores virales del virus de la hepatitis B y al
virus de la inmunodeficiencia humana. Las
muestras se diluyeron con amortiguador salino
(PBS) estéril y libre de LPS en proporcion 1:1. Se
colocaron en tubos de 50 ml sobre un gradiente de
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Ficoll (Sigma, St.Louis, MO), para ser separados

por centrifugacion a temperatura ambiente y 900 g
por un lapso de 30 minutos, empleando un rotor
oscilante y con el freno de la centrifuga
desconectado. Se recupero el paquete celular de la
interfase del tubo y se lavd dos veces con PBS
mediante centrifugacion a 200 g, por 10 minutos
cada vez. El boton celular se resuspendi6 en 25 ml
de medio DMEM (Gibco BRL, NY) con 10% de
suero bovino fetal (DMEM-FBS) y se lavo
nuevamente por centrifugacion con PBS, para
ajustarse a una concentracion aproximada de 2 x
10° células/ml en medio DMEM -FBS al 10%. La
viabilidad de cada suspension celular se confirmé
mediante el analisis con azul tripano.

Purificacion del paquete mononuclear

Las células fueron colocadas en placas de Petri
plasticas de 90 mm de didmetro (Fluka) y se
incubaron a 37°C en cdmara de CO, al 5%, por un
periodo entre 45-60 minutos. Al final de Ia
incubacion se aspir6 el sobrenadante del cultivo, a
fin de eliminar las células no-adherentes (linfocitos
y polimorfonucleares). A cada placa se le
adicionaron 16 ml de soluciéon PBS-EDTA 10 mM
y nuevamente se incubaron durante 15 minutos a
37°C, en camara de CO, al 5%. Los monocitos
adheridos fueron recuperados mediante raspado
del fondo delaplaca.

Cultivo de las células

El volumen total de las células recuperadas, se
inocul6 en placas plasticas de 90 mm de didmetro
con 25 pul de penicilina (10.000 U/ml) y
estreptomicina (10 mg/ml) (Sigma, St. Louis, MO)
e incubo a 37°C, en camara de CO, al 5%. Para
efectos de la evaluacion fenotipica de los
monocitos, este momento del cultivo se denomind
dia cero (dia 0). El volumen inicial del medio de
cultivo se reemplazo en su totalidad a las 48 horas,
evitando aspirar las células que aun no estaban
eficazmente adheridas. Se realizaron
observaciones de los cultivos cada 24 horas y cada
3 dias se renové una tercera parte del medio de
cultivo.

Marcaje celulary citometria de flujo

Las células se despegaron de la placa los dias 0, 2, 7
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y 14 de cultivo con ayuda de un raspador estéril, a
fin de realizar el marcaje celular con los diferentes
anticuerpos monoclonales. Para cada dia se
identificaron y prepararon 3 tubos, cada uno con el
volumen equivalente a 2 x10° células. Al tubo # 1
se le afiadi6 0.1 mM de anti-CD14 (Caltag, USA);
al tubo # 2 se le adiciond 0.1 mM de anti-MHC II
(Laboratorio de Biologia Celular, Facultad de
Medicina, Universidad de Barcelona), y al tubo # 3,
0.1 mM de anti-CD68 (Caltag, USA). Los tres
tubos se incubaron en hielo (4°C) por espacio de 30
minutos, y después se lavaron dos veces con 1 ml de
PBS-FCS 10% vy centrifugacion a 200 g por 5
minutos. Posteriormente, a todos los tubos se les
agregd S5 ul del conjugado IgG-FITC/GAM
(Caltag, USA), en una dilucion 1:200. Los tubos se
incubaron a 4° por 30 minutos en la oscuridad. Se
repitieron los lavados y las células se suspendieron
en 1 ml de solucion fijadora de PBS-formaldehido
al 1%. El analisis celular se realizé enun citdmetro
de flujo EPICS-XL (Coulter Corporation, USA).

Analisis de la viabilidad celular

Se empleo el método de coloracion supravital con
azul tripano y se evalud por observacion
microscopica directa.

Resultados

La pureza y viabilidad celular de las placas de
cultivo se analiz6é mediante observacion directa en
microscopio de contraste de fase y en la mayoria de
los cultivos se obtuvo entre 75% y 80% de
monocitos purificados por adhesion al plastico. La
viabilidad celular con azul tripano para los dias 0, 2
y 7 arroj6 valores de 90%, 70% y 50%,
respectivamente. Después de dos semanas de
cultivo los valores de viabilidad fueron menores al
50%. La evaluacion por citometria de flujo se
correspondid con las observaciones morfoldgicas
en las placas de cultivo (Fig. 1).

La expresion de las moléculas CD14, CD68 y
MHC de clase II sobre la superficie de las células
estudiadas se muestran en las Figuras 2, 3 y 4,
respectivamente.

Discusion

El sistema monocito-macréfago juega un papel
importante en la inmunidad natural y la inmunidad
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diferenciacion y maduracion de monocitos a
macrofagos. Estos niveles se equilibraron a partir
del dia 7 de cultivo. Las moléculas de clase II del
MHC mantuvieron un aumento sostenido a lo largo
del proceso (Fig. 4). Los resultados obtenidos en el
presente trabajo, son comparables a los reportados
por otros investigadores empleando metodologias
de diferenciacion monocito-macréfago mas
sofisticadas y de mayor costo operacional (9). Los
macrofagos son células claves en el procesamiento
de las sustancias supresoras de la respuesta inmune
y de ciertas hormonas como la paratiroidea, de
evaluacion actual en estudios alérgicos y de
autoinmunidad, donde la utilizacion de macrofagos
naive seguramente permitird abordar estudios
fundamentales y necesarios para identificar la raiz
de estas disfunciones. La necesidad de realizar
estudios del efecto inhibidor de las prostaglandinas
sobre los macrofagos en la produccion de citocinas que
potencian su accion bactericida, asi como la expresion
en el organismo humano de algunas moléculas de
superficie, indispensables para la caracterizacion
fenotipica de sus diferentes subpoblaciones, son
ejemplos de la utilizacion de macrofagos obtenidos
mediante el método aqui descrito (24). En algunas
situaciones patoldgicas es posible aplicar esta técnica
para evaluar la alteracion de la capacidad para sintetizar
interleucinas, asi como la disminucién de la expresion
de los receptores de activacion celular, que influyen
marcadamente en la baja o nula produccion de
sustancias mediadoras de la inflamacion y en su
capacidad citotoxica (19, 22, 23, 25, 27). En
publicaciones recientes se ha descrito el efecto de 1L-4,
IL-10, IL-13 e IFN sobre los monocitos en la obtencion
de células dendriticas (26, 27), donde el modelo a seguir
puede ser obtenido a partir de macrofagos naive. De
igual manera, un numero significativo de estudios
genéticos ha permitido la clonacion de genes de
macrofagos involucrados en la resistencia natural a
ciertas infecciones bacterianas (19, 28).

En conclusion, el presente trabajo describe un
método que posibilita la obtencion de macrofagos
viables a partir de monocitos de sangre circulante,
funcionalmente inactivos (macrofagos naive o
virgenes), en completo estado de diferenciacion y de alta
pureza. La adicion de antigenos al cultivo permitiran
evaluar la activacion celular, la produccion de citocinas
y la capacidad fagocitica de éstas cé¢lulas. El cultivo de
macrofagos a partir de células mononucleares de sangre
periférica representa un sencillo y muy accesible
recurso dentro de nuestra actividad investigativa y
profesional, dada su poca complejidad y bajo costo de
realizacion. Suempleo impulsara el manejo practico de
los aspectos basicos de la biologia molecular de los
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monocitos/macrofagos, al poder contar en el laboratorio
conuna herramienta versatil que ofrece la posibilidad de
realizar estudios e investigaciones en la
inmunopatologia de un importante nimero de
enfermedades infecciosas, relacionadas con la
participacion del sistema fagocitico mononuclear.
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