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Resumen

El eje monocito-macrófago o sistema mononuclear
fagocítico participa eficazmente en procesos
fisiológicos y patológicos. Los macrófagos constituyen
la primera línea de defensa contra agentes extraños y
controlan procesos degenerativos eliminando células
anormales e inhibiendo su división. El tipo de
activación durante la diferenciación de monocito a
macrófago debe estar controlado, a fin de obtener
resultados objetivos en su análisis molecular, funcional
o morfológico. 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 adhesión de
los monocitos al plástico y su diferenciación, a fin de
obtener macrófagos inactivos (naive) a partir de sangre
total. Su utilización permitirá, mediante la activación
con ciertos antígenos y la adición de citocinas o
mitógenos, realizar estudios sobre la expresión de genes
q u e s e r e g u l a n t r a n s d u c c i o n a l m e n t e .

MACROPHAGES OBTAINED FROM MONONUCLEAR
CELLS PRESENT IN PERIPHERALBLOOD

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 naïve 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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Introducción

Una parte esencial en el complejo funcionamiento
de nuestro sistema inmunológico la constituyen
sus componentes celulares. Un rango extenso de
funciones antimicrobianas y antiparasitarias y su
amplia distribución en nuestro organismo,
caracterizan al sistema mononuclear fagocítico o
eje monocito-macrófago (1, 2). El mismo está
constituido de monocitos circulantes (4-6 % del
total de las células leucocitarias) y macrófagos
tisulares que se identifican y reciben un nombre
particular según la localización anatómica,
específicamente: células de Kupffer en hígado,

macrófagos alveolares en pulmón, microglía 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 fagocítico es esencial en la
regulación y control de células anormales. La
infiltración de los macrófagos en tejidos tumorales
y la destrucción de estas células, le confieren un
protagonismo esencial en los mecanismos de
defensa tumoral. Los macrófagos secretan
mediadores que inhiben la división de las células
tumorales, esto se suma a su actividad citotóxica
directa (MTC,

) por la presencia de anticuerpos
macrophage-mediated tumour

cytotoxicity
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mediante la citotoxicidad tipo ADCC (
) (1, 3, 4).

La presencia en monocitos y macrófagos de
receptores de superficie para las fracciones Fc de la
inmunoglobulina G (IgG) son de gran utilidad en su
identificación (6). El FcRI (CD64) es un receptor
que se expresa claramente en monocitos y
macrófagos activados, y juega un papel de suma
importancia en las reacciones de tipo ADCC. El
FcRII (CD32) se halla también en los neutrófilos,
linfocitos B y algunos linfocitos T y participa en la
respuesta T proliferativa, siendo además una diana
para las células asesinas naturales o células NK (7,
8). Los monocitos y los macrófagos son células
presentadoras de antígeno (CPA) muy importantes,
por tanto poseen moléculas de clase II de los genes
del complejo mayor de histocompatibilidad o MHC
(HLA-DR, - DP y – DQ) (9, 10). Los antígenos de
superficie de los monocitos y macrófagos son de
gran relevancia en su estudio. La molécula CD14 es
el antígeno de superficie más característico de la
línea monocitaria y se le denomina LBP
( ). Se expresa
en alta densidad tanto en monocitos como en
macrófagos y constituye un excelente marcador de
superficie (11, 12). El antígeno CD68 se manifiesta
de forma abundante solamente en macrófagos y
tiene funciones asociadas a la endocitosis de
organismos extraños como levaduras, virus,
bacterias, parásitos protozoarios y células
tumorales (13). Su acción en la defensa local está
mediada por componentes bacterianos como el
lipopolisacárido (LPS), endotoxina de las bacterias
Gram negativas que es determinante en el control
de infecciones microbianas y procesos
granulomatosos degenerativos (14). En estos
últimos, su actividad puede ser nociva y a menudo,
exacerba algunas situaciones patológicas como las
observadas en la sarcoidosis y la tuberculosis (15).

La diferenciación de los monocitos a
macrófagos depende de las condiciones de
activación y de cultivo, debido a que la
estimulación con antígenos o anticuerpos dirigidos
contra sus receptores produce efectos particulares
en su morfología, síntesis de mediadores químicos
y expresión de sus moléculas de superficie (16). El
análisis molecular, funcional o morfológico de las
células fagocíticas debe llevar un control óptimo de
las condiciones de su activación. La diferenciación
in vitro es un método ampliamente usado en
estudios sobre desarrollo, función y actividad de los

macrófagos, y a diferencia de los obtenidos in vivo,
estos son macrófagos no activados o naive. Los
macrófagos naive, mediante una activación
controlada pueden aportar datos importantes sobre
el origen celular y molecular de su actividad
enzimática, producción de mediadores solubles y
expresión antigénica, así como de las posibles
alteraciones en las mismas (5). Existen otros
métodos que permiten obtenerlos a partir de médula
ósea induciendo la diferenciación mediante la
adición al medio de cultivo de citocinas, como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF- ), 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 colágeno o
al plástico, dan inicio a la señalización intracelular
necesaria para su diferenciación, lo que permite la
obtención de macrófagos a partir de células
mononucleares de sangre periférica (5,18). Este
método de bajo costo y fácil realización, nos provee
de una fuente confiable para obtener macrófagos
derivados de monocitos de sangre periférica in
vitro, que se pueden emplear en una amplia gama de
estudios. Lo versátil, sencillo y económico de su
realización permite además emplear antígenos,
factores de crecimiento, citocinas o anticuerpos,
para inducir la maduración de los monocitos y el
estudio de la expresión de diferentes genes en los
macrófagos, de acuerdo al tipo de activación
empleado (21, 22, 26, 27). En el presente trabajo se
estandarizó éste sencillo y eficaz método para
obtener macrófagos inactivos a partir de sangre
total.

La separación de las células mononucleares se
realizó por el método de centrifugación por
densidad (Ficoll). La técnica de diferenciación
celular por adherencia se realizó mediante la
modificación del método originalmente diseñado
por Hassan et al. (18). Se obtuvieron entre 10 y 25
ml de sangre total de individuos clínicamente
sanos, con reacción 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 proporción 1:1. Se
colocaron en tubos de 50 ml sobre un gradiente de

antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity

lipopolysaccharide binding protein

Separación de las células mononucleares

α

Material y Métodos

Pérez-Maldonado. Obtención de macrófagos VOL. 1 /NUM. 1/2007



15Revista Médica de la Extensión Portuguesa - ULA

Ficoll (Sigma, St.Louis, MO), para ser separados
por centrifugación a temperatura ambiente y 900
por un lapso de 30 minutos, empleando un rotor
oscilante y con el freno de la centrífuga
desconectado. Se recuperó el paquete celular de la
interfase del tubo y se lavó dos veces con PBS
mediante centrifugación a 200 , por 10 minutos
cada vez. El botón celular se resuspendió en 25 ml
de medio DMEM (Gibco BRL, NY) con 10% de
suero bovino fetal (DMEM-FBS) y se lavo
nuevamente por centrifugación con PBS, para
ajustarse a una concentración aproximada de 2 x
10 células/ml en medio DMEM -FBS al 10%. La
viabilidad de cada suspensión celular se confirmó
mediante el análisis con azul tripano.

Las células fueron colocadas en placas de Petri
plásticas de 90 mm de diámetro (Fluka) y se
incubaron a 37ºC en cámara de CO al 5%, por un
periodo entre 45-60 minutos. Al final de la
incubación se aspiró el sobrenadante del cultivo, a
fin de eliminar las células no-adherentes (linfocitos
y polimorfonucleares). A cada placa se le
adicionaron 16 ml de solución PBS-EDTA 10 mM
y nuevamente se incubaron durante 15 minutos a
37ºC, en cámara de CO al 5%. Los monocitos
adheridos fueron recuperados mediante raspado
del fondo de la placa.

El volumen total de las células recuperadas, se
inoculó en placas plásticas de 90 mm de diámetro
con 25 l de penicilina (10.000 U/ml) y
estreptomicina (10 mg/ml) (Sigma, St. Louis, MO)
e incubó a 37ºC, en cámara de CO al 5%. Para
efectos de la evaluación fenotípica de los
monocitos, este momento del cultivo se denominó
día cero (día 0). El volumen inicial del medio de
cultivo se reemplazó en su totalidad a las 48 horas,
evitando aspirar las células que aún no estaban
e f i cazmen te adhe r idas . Se rea l i za ron
observaciones de los cultivos cada 24 horas y cada
3 días se renovó una tercera parte del medio de
cultivo.

Las células se despegaron de la placa los días 0, 2, 7

y 14 de cultivo con ayuda de un raspador estéril, a
fin de realizar el marcaje celular con los diferentes
anticuerpos monoclonales. Para cada día se
identificaron y prepararon 3 tubos, cada uno con el
volumen equivalente a 2 x10 células. Al tubo # 1
se le añadió 0.1 mM de anti-CD14 (Caltag, USA);
al tubo # 2 se le adicionó 0.1 mM de anti-MHC II
(Laboratorio de Biología 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% y centrifugación a 200 por 5
minutos. Posteriormente, a todos los tubos se les
agregó 5 l del conjugado IgG-FITC/GAM
(Caltag, USA), en una dilución 1:200. Los tubos se
incubaron a 4º por 30 minutos en la oscuridad. Se
repitieron los lavados y las células se suspendieron
en 1 ml de solución fijadora de PBS-formaldehido
al 1%. El análisis celular se realizó en un citómetro
de flujo EPICS-XL(Coulter Corporation, USA).

Se empleó el método de coloración supravital con
azul tripano y se evaluó por observación
microscópica directa.

La pureza y viabilidad celular de las placas de
cultivo se analizó mediante observación directa en
microscopio de contraste de fase y en la mayoría de
los cultivos se obtuvo entre 75% y 80% de
monocitos purificados por adhesión al plástico. La
viabilidad celular con azul tripano para los días 0, 2
y 7 arrojó valores de 90%, 70% y 50%,
respectivamente. Después de dos semanas de
cultivo los valores de viabilidad fueron menores al
50%. La evaluación por citometría de flujo se
correspondió con las observaciones morfológicas
en las placas de cultivo (Fig. 1).
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Resultados

La expresión 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.

El sistema monocito-macrófago juega un papel
importante en la inmunidad natural y la inmunidad

Discusión
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diferenciación y maduración de monocitos a
macrófagos. Estos niveles se equilibraron a partir
del día 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 metodologías
de diferenciación monocito-macrófago más
sofisticadas y de mayor costo operacional (9). Los
macrófagos son células claves en el procesamiento
de las sustancias supresoras de la respuesta inmune
y de ciertas hormonas como la paratiroidea, de
evaluación actual en estudios alérgicos y de
autoinmunidad, donde la utilización de macrófagos
naive seguramente permitirá abordar estudios
fundamentales y necesarios para identificar la raíz
de estas disfunciones. La necesidad de realizar
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