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. RESUMEN

Debido a la importancia del calostro en la transmisién pasiva de
inmunidad al neonato, en este estudio se quiso determinar el posible pape! de
los macréfagos del calostro humano en el aporte de IL-1 para {a activacidn del
sistema inmune del neonato. Para esto, se midié la IL-1a intracelular y 12 liberada
por macréfagos del calostro en respuesta a lipopolisacérido {LPS) y sfice en
catorce mujeres puérperas, y se compard con la de los monocitos de sangre
periférica de los mismos sujetos. La IL-1a liberada, la intracelular y ia total
(intracelular mds liberada) fue mayor para los monocitos de sangre que para los
macréfagos de calostro, en cualquiera de las tres condiciones {basal, LPS o
sflice). Los monaocitos de sangre sl respanden ante los estimulos de LPS o silice,
aumentando notablemente la IL-1a intracelular en el primer caso y la IL-1e
liberada en el segundo caso. En cambio, los macréfagos del calostro no
presentan aumenta en la IL-1. liberada o intracelular en respuesta al LPS, e
incluso la disminuyen ligeramente en respuesta al sflice.

Esta notable inhibicién en la produccién de [L-1a por parte de los
macréfagos del calostro puede reflejar una importante funcién protectora des los
mismos al evitar producir en el neonato efectos como fiebre e inflamacidn que
serfan ocasionados por altas descargas de IL-1. Es posible que las bajas
cantidades de IL-1e producidas por los macréfagos sean suficientes para
intervenir en !a activacién de! sistema inmune inmaduro del neonato; o bien, es
posible que el neonato no requiera de la transmisién pasiva de IL-1 mediante
e} calostro y que el papel de los macréfagos del calostro en ¢l intesting del
neonato consista en realizar otras funciones como la de presentacién de
antfgeno, fagocitosis, etc.
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A. LINFOCINAS

I. DESCUBRIMIENTO DE LAS LINFOCINAS

Durante la década de los sesentas, se llevé a cabo una intensa
investigacién sobre los orfgenes y regulacién de las respuestas inmunes
celulares. Se observd que algunos factores solubles generados in vitro en
sobrenadantes de cultivos de linfocitos incubados con un antigeno especifico i)
producian lesiones cuténeas similares a las de hipersensibilidad de tipo tardia,
i) eran mitogénicos para linfocitos y i) podfan causar inhibicién de la migracién
de macrdfagos. Esto sugerfa la existencia de mediadores moleculares que
intervienen en las respuestas inmunes celulares,

Ef término linfocina se introdujo en 1969 para describir “factores solubles
generados por la interaccién de linfocitos sensibilizadas con antigeno especifico,
y expresados sin referencia a la especificidad inmunolégica" (1). El término se
escoglé para enfatizar su origen {linfocitos) y su papal en mantener la fisiologla
del sistama inmune (cinesis). Los sobrenadantes crudos de cultivos pueden
influlr, in vitro, sobre el comportamiento de un gran nimero de células blanco
de distintas maneras, lo cual indica que muchas interacciones inmunes celulares
son reguladas por factores solubles (2).

Para 1970, el término linfocina empez6 a usarse de manera més general,
para describir todas las actividades biolégicas adjudicadas a factores
bioquimicos en sobrenadantes de linfocitos T activados ya sea con antigenos
o mitégenos (por ejsmplo fitohemaglutinina y concavalina A), asl como de
células no linfoides, Ademés, se describieron actividades biolégicas similares en
llquidos corporales como suerc y orina.

Durante este periodo, hubo un escepticismo considerable con respecto
a la funcibn e incluso a la existencia de las linfocinas. Para muchos

investigadores, el gran nimero de actividadses (mas ds 100 fueron citadas en



una lista publicada en 1979 (2)), sus fuentes tan diferentes y la falta de
caracterizacién bioquimica, eran suficientes para sugerir que tode el concepto
estaba basado en un artificio.

Sin embargo, para fines de los setentas, una serie de avances técnicos
condujeron a la purificacidn de algunas de las linfocinas. Este progreso ha
continuado con la introduccién de técnicas de biologla molecular, y ha resultado
en un mejor entendimiento de [a estructura de estos mediadores y su funcidn.
Ahora esté claro que las células del sistema inmune secretan y responden a
factores solubles que tienen una amplia variedad de efectos. Mientras que las
células T y los macréfagos son la principal fuente de dichos factores, otras
células también pueden producirlos. Estos factores no sélo son importantes en
la regulacién y diferenciacién de las células que respondsn al antigeno, sino
también en las interacciones inflamatorias y fisiolégicas entre célufas inmunes y
no inmunes.

2. NOMENCLATURA Y CLASIFICACION

Al principio, las linfocinas se nombraron con base en la actividad que
produclan in vivo o, mas frecuentemente, in vitro, y los nombres se abreviaron
en acrénimos. Por ejemplo, el factor de inhibicién de la migracién, o MIF
(migration inhibition factor) se generaba en cultivos de linfocitos activados con
antigeno y, cuando se afadla a macréfagos peritoneales no inmunizados, inhibia
la migracién de éstos a tubos capilares (3).

Posteriormente, se introdujeron otros términos para intentar ordenar el
gran numero de acrénimos y titulos dados a los factores clasificados bajo el
nombre general de linfocinas. Asf puses, los términos monocina y citocina se
usaron para mediadores bicldgicos producidos por monocites y células no
linfoides respectivamente, para asl poder diferenciartas ds las linfocinas
producidas por los linfocitos (4).



El término interleuquina (entre leucocitos) aparecid por primera vez en
1979, para tratar de solucionar los problemas gensrados por una nomenclatura
asociada a los resultados de bioensayos aislados (5). Las fimitantes de una
nomenclatura basada en los resultados de un solo biocensayo se hicieron
aparentes cuando se comprobé qua una misma sustancia podia tener una gran
varledad de efectos bicl6gicos. Por ejemplo, el factor derivado de monocitos que
causa activacion de linfocitos, llamado originalmente factor activador de linfocitos
({LAF), resultd ser el mismo que el factor originalmente conocido como proteina
mitogénica (MP), factor ll de sustitucién de célutas T (TRF-IIl), factor activador
de células B (BAF) y un factor de diferenciacién de células B (BOF). El factor se
rebautiz6 con sl nombra de interleuquina 1 (IL-1). Asi mismo, resultd que el
factor de crecimiento de células T (TCGF) era el mismo que el factor mitogénico
de timocitos (TMF) y el factor de ayuda a células citotdxicas (KHF), y fue
rebautizado con el nombre de interleuquina 2 (iL-2) (6).

El pader atribuir una gran variedad de efactos biolégicos a una misma
sustancia, como ocurrié con la [L-1 y la IL-2, fue posible gracias al desarrclio de
mejores técnicas bioquimicas para el andlisis de los sobrenadantes celulares y
la purificacién de los factores, as{ como la produccién de grandes cantidades
de los mismos por medio de la ingenierfa genética.

Actualmente, los términos interleuquina, monocina y citocina son utilizados
ampliamsnte, aunque el término linfocina sigue usandose para describir cualquier
protelna soluble que infuya sobre células del sistema inmune,
independientsmenta de su origen.

Hasta la fecha, existen 8 interleuquinas clonadas, asf como una serie de
linfocinas que conservan su nomenclatura basada en el efecto de las mismas.
El nimero real de linfocinas todavia no se conoce, e indudablemente hay otras
linfocinas importantes atn no clonadas o parciaimente descritas.



3. ESTRUCTURA GENERAL DE LAS LINFOCINAS Y DE SUS
RECEPTORES
a. PURIFICACION

Desde los primeros estudios, se demostrd que las linfocinas son proteinas
o glucoproteinas diferentes a las inmunoglobulinas, A pesar de numerosos
intentos, por muchos anos fue diticil un analfsis bioquimico més profundo de las
mismas. Esto se debid a las pequefias cantidades producidas por los cultivos
celulares, y por la frecuente pérdida de actividad de las intereuquinas tras la
purificacion de las mismas. La poca informacion que lograba obtenerse era, con
frecuencia, contradictoria, sobretodo con respecto al tamario molscular da las
protelnas.

Una serie de avancss hicieron posible un mejor estudio de la estructura
bioqulmica de fas linfocinas: se lograron crecer lineas celulares e hibridomas en
grandes volimenes de medio de cultivo del cual era posible purificar la linfocina,
y las céiulas podfan ser estimuladas con una mezcla de agentes superinductores
de la produccién. A medida que los métodos de separacién bioquimica y
deteccién para protelnas fueron haciéndose méas sensibles, fue posible purificar
las linfocinas a partir de fuentes naturales. Con los avances en la clonacién de
genes, se logré producir grandes cantidades de estas proteinas en procariontes
o eucariontes. La disponibilidad de grandes cantidades de las linfocinas puras
ha permitido un mejor andlisis de la actividad biolégica de las mismas in vivo e
in vitro, asf como e! contar con agentes potencialmente terapduticos.

b. ESTRUCTURA GENICA
Las linfocinas estan codificadas por genes para los cuales hay una sola
copia por célula haploide. Como la mayorfa de los genes de los eucariontss, los



genes de las linfocinas estdn segmentados, compuestos por exones (presentes
en ARNm maduro) que estan separados por intrones (ausentes en el ARNm
maduro). La mayoria de los genes de las linfocinas tienen de 3 a 4 intrones y
de 4 a 5 exones, y estan localizados en diferentes cromosomas. En humano, los
genes de la mayoria de las linfocinas est&n localizadas en el cromosoma 5,
mientras que los genes para el factor de necrosis tumoral (TNF) alfa y beta
estan en el cromosoma 6, en medio del complejo mayor de histocompatibilidad
{MHC). La localizacién de los ganes de linfocinas en el mismo cromosoma
sugiere 1a posibilidad de que estén ligados y bajo Ia influencia de los mismos
elementos reguladores (6).

Las linfocinas son generalmente producidas por células en respuesta a
las seAales de induccidn generadas en la superficie celular. Muchas linfocinas
como por ejemplo IL-2, IL-3 e interferén gamma {IFN-g) comparten secuencias
nucleotidicas en e} extremo 5' de sus genes, que pueden tener algun pape! en
fa iniciacién de la transcripcién y en fa expresién coordinada de los genes que
se expresan durante la estimulacién celular (6). La produccién de linfocinas
parece estar controlada especialments a nivel de transcripcion. El estudio
detallado de la estructura de los genes de las linfocinas y las secusencias que
los bordean dara informacion sobre el controf de su regulacién a nivel de ADN.

La homologla génica entre linfocinas humanas y murinas van del 29%
(para la IL-3) hasta el 70% (para la IL-5) (7).

c. ESTRUCTURA PROTEINICA

Las sondas de ADNc para las linfocinas corresponden a proteinas de
100 a 200 residuos de aminodcidos. La mayorfa tienen una secuencia "sefal”
hidrofbica de unos 20 aminoécidos, la cual es cortada para generar la proteina
madura. En los factores derivados de macréfagos (TNF alfa, IL-1 alfa e Il.-1
beta), una pre-secuencia considerablemente larga, de 70 0 més residucs de
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aminodcidos, es cortada de la proteina madura. Debido a que dichas secuencias
sefial estdn asociadas con el transporte de la protelna hacia el extsrior de la
célula, esta diferencia en el tamaio de las mismas pueden reflejar variantes
importantes entre los mecanismos secretores de macréfagos y de los linfocitos
(7). El andlisis de la secuencia de amino4cidos de las linfocinas muestra que
la mayorfa de éstas posee residuos de cisteina que pueden ser importantes en
la formacién de enlaces disulfuro intramoleculares.

Las determinaciones del peso molecular de las linfocinas purificadas de
fuentes naturales sugieren que éstas no son homogéneas, y que tienen pesos
mayores a aquellos predichos con base en los genes clonados. Estas
discrepancias se deben a modificaciones post-transcripcionales, en especial la
glucosilacién. La mayorfa de las linfocinas estdn N-glucosiladas, y las protefnas
glucosiladas pueden formar oligémeros. El papel de la glucosilacitn ain no est4
claro, pues las linfocinas recombinantes producidas en Escherichia coll, la cual
no puede glucosilar protelnas, tienen la misma actividad biol6gica y la misma
vida media in vivo que sus equivalentes glucosilados (6).

d. RECEPTORES

El receptor actualmente mas estudiado es ef de la IL-2, del cual se han
clonado ambas cadenas. Al igual que las [infocinas, la expresién de los
receptores puede ser inducida por estimulacién celular, de manera que los
receptores normalmente ausentes o en cantidades muy bajas en la célula,
incrementan durante la activacion celular para pasteriormente regresar a su nivel
basal. Como todo receptor, posesn dominios extracelulares que reconocen al
ligando, una regién hidrofébica transmembrana y un dominio intracelular. Los
acontacimientos que ocurren despuéds de la unién de! ligando a su receptor se
han descrito en otros sistemas, e incluyen la sintesis de nucleétides ciclicos e
hidrélisis ds fosfatidilinositol 4,5- bifosfato, asl como !a activacidn de la proteina-
cinasa C y la elevacion de calcio intracitopldsmico. Otra caracteristica general ds

7
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la Interaccién ligando-receptor es la internalizacién de dicho compilejo por
endocitosis mediada por receptores (8). Muchos estudios sugieren que las
linfocinas entran a la célula de esta manera, aunque se desconocen la
consecuencia final y el destino de los dos componentes.

4. BIOLOGIA DE LAS LINFOCINAS

La mayorfa de lainformacién sobre los efectos blolégicos de las linfocinas
viene de estudios in vitro. Se sabe poco sobre el efecto de inyeccién de
linfocinas en animales, aunque el uso clinico reciente de dichos factores
clonados estd aportando mayor informacién. Se sabe aun menos sobre la
generacién de linfocinas y la distribucién de sus receptores in vivo,

La deteccién de linfocinas se hace generalmente por medio de
bioensayos in vitro, aunque los ensayos basados en la antigenicidad de las
moléculas como por ejemplo radicinmunoandlisis (RIA) o ensayos de
inmunoabsorbencia asociada a enzimas (ELISA), son cada vez més usados.

Existe gran dificultad al interpretar los resultados de los bioensayos si se
tiene una mezcla de linfocinas como sucede en cultivos de linfocitos activados,
o si {as células blanco no estdn puras. Esto sucede porque varias linfocinas
pueden producir efectos biolégicos similares. Por ejemplo, la IL-4 produce
estimulacién de timocitos y de células T, usadas en biocensayos para IL-1 e IL-
2 respectivamente (9). Ademds, una linfocina puede inducir la produccién de
otras que a la vez influyan sobre diferentes células en una poblacién
heterogénea de células blanco, o que puedan interferir positiva o negativamente
en ensayos con células homogéneas.

A pesar de las limitantes anteriores, los bioensayos han permitido
establecer lo siguisnte: las linfocinas son producidas por diferentes células,
generalmente en respuesta a su activacién; algunas, como la IL-2, parecen ser
producidas por un solo tipo celular (células T), mientras que otras como la [L-
1 pueden ser producidas por células muy diferentes entre si; finalmente, las

8



células blanco de las linfocinas también pueden ser restringidas o divorsas
(Tabla ).

Un aspecto importante de la actividad de las linfocinas es que
frecuentemente actiian juntas para producir efectos. Por ejemplo, la -2y la IL-
4 actuan sinerglsticamente y causan proliferacién de células T (9).

A las linfocinas con frecuencia se les ha llamado hormonas (10) debido
a que pueden ser producidas por una céiula y pueden actuar sobre un sitio
distante, influyendo sobre la fisiologfa normal. Las linfocinas también pueden
actuar como mediadores autéerinos, pues tienen efectos sobre la misma célula
que los produce (como por ejemplo la IL-1 y la IL-2),



TABLA 1. FUENTE Y BLANCO CELULARES DE LAS LINFOCINAS
(Mdaptaca de Hamblin, 1968)

e

UNFOCINA FUENTE CEUAAR BLANCO CELULAR
Rayb macrilagos, sndotoliaiss, timocitos, newtréfilos,
i 8. hepatoch droch
ftxroblsstos, .plullnla'-. musculo, endoteliales
osteobleston macrdtagos, T, B
fibroblastoa
2 T T, B, macrétagos
w3 T muttipotsnciales,
mastochos
L4 T T, B, macréfagos,
mastocitos, progenitores
hematopoiéticos
T avalndfilos, B
() T, fibroblestos B, tmachos
w7 T timocitos, hamatopois-
ticas, nautréfilcs, T
L3 T T, nautréiilos
TNFa macrdiagos, T tumarales, linoas
timocitos, 8, NK colulares Usnsiormadas,
fibrablastos, macrélsgos,
osteociastosneutréfilos
adipocitos, soainéfilon,
endoteliales, condroch
108, hepatocitos
TNFb T tumocales, linoan
colulares transiormadas,
neutrotilos, ostooclastoe
IFNg T. bucochics muchoa tipos colulares
granulosos
INb macréfagos, fibroblasice muchas tipes caiulares
IFN-a mactHagos muchos tipos calulares
GMCSF
M-CSF T hematopoléticas
Q-LeF



B, INTERLEUQUINA 1
1. DESCUBRIMIENTO

La interleuquina 1 (IL-1) es un importante miembro de los mediadores
polipeptidicos agrupados bajo el nombre de las linfocinas. Se describid por
primera vez en los afios 40, bajo el nombre de pirégeno endégeno debido a su
habitidad para producir fiabre (1 1). Posteriormente, fue aislada una protelna bajo
el nombre de mediador leucocitico enddgeno (12}, el cual se vio que inducia
sintesis de proteinas de fase aguda por parte del higado, y producia neutrofilia.
Por otro lado, se describié un factor activador de linfocitos (LAF) (13), el cual
aumentaba la respuesta de los linfocitos T a mitdgenos y antigenos.
Actualmente, el término IL-1 incluyse ef pirgeno endégeno originalments descrito,
e} mediador feucocitico enddgeno, ef factor de activacién de linfocitos, asl como
el factor de células mononucieares (14}, la catakolina (15), el factor activador de

osteoclastos (16) y la hemopoietina-1 {17).

2. ESTRUCTURA GENICA DE LA L1

Se han descrito dcs moléculas de IL-1, bioquimicamente distintas: IL-1 alfa
(iL-1a) e IL-1 beta (IL-18). Ambas estan relacionadas estructuraimente y poseen
la misma actividad biolégica, o muy parecida, Sin embargo, estén codificadas
por genes separados, ambos localizados en el cromosoma 2 y con 7 exones
cada uno (18,19) (figura 1).

En cuanto a la secuencia de aminoédcidos, hay una homologia del 61 al
65% entre fa iL-1« humana, de conejo y de ratén; y la {L-18 tiene un 26 2 33%
de homologia con 1-10 en las tres especies. Estos resultades sugieren que los
genes de IL-1 surgieron por duplicacidn génica antes de o durante la evolucién
da los vertebrados, despusis de o cual divirgieron independientements (29).

La gran parte de la IL-1 producida por jos monocitos estimulados es .-
153, cuyo ARNm es de 10 a 50 veces més abundanic que el de IL-1« (€1).

1"
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3. ESTRUCTURA PROTEINICA

Los genes de la IL-1. & IL-18 codifican para proteinas precursoras de 271
y 269 residuos ds aminodcidos, respectivamente. Los 154 (IL-1e) y 153 (IL-18)
aminoécidos carboxi-terminales, que corresponden al extremo carboxilo de la
secuencia de las moléculas precursoras, componen la IL-1 biolgicamente activa
{6). Por lo tanto, fas IL-1 se sintetizan como moléculas precursoras grandes (35
kilodaitons (kd)) que son procesadas a nivel da membrana celular o
extracelularmente para dar lugar a proteinas maduras de 15 a 17 kd.

La confusién inicial originada por los resultados contradictorios en
diferentes laboratorios en cuanto a las caracteristicas bioquimicas de la IL-1 se
ha aclarado gracias a la clonacién de los genes para IL-1. La IL-1B corresponde
a la IL-1 descrita con un pi de 6.8, mientras que la IL-1a corresponde a las
aspecies de IL-1 con plde 5y 6.

En humanos, la IL-1B comparte 27% de homologia en secuencia de
residuos de amino4cidos con la IL-1. {22), Esta homoiogia es significativa, y se
localiza principalmente en el extremo carboxilo: los residuos de aminoacidos 150
a 186, codificados por el sexto exdn, y los residucs 219 a 236, cadificados por
el séptimo exén. Debido a que ambas IL-1 son reconocidas por el mismo
receptor (23), y hay reportadas a la fecha muy pocas diferencias entre la
actividad biol6gica de ambas, dichas regionas homélogas posiblemente sean de
gran importancia en la unién al receptor y la bicactividad resultante de dicha
unién.

Las moléculas de IL-1 no possen las secuencias seial de corte tipicas,
y carecen de regiones hidrofébicas importantes. La ausencia de protaihas de 15
a 17 kd adentro de las células sugiere que ias moléculas precurscras son
procesadas a nivel de membrana o extracelularments por la accion de proteasas
de serina. El sitio preciso de corte en la proteina precursora aparentements

puede variar. Esto explicarfa la heterogeneidad repertada en el tamario de las
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moléculas biolégicamente activas.

En cuanto a la estructura terciaria de las IL-1, ambas est4n compuestas
de regiones similares de ldminas B8 plegadas y no poseen uniones disulfuro ni
sitios potencialmente glucosiiables. Los estudios cristalogréficos de la IL-18
muestran que los extremos amino y carboxilo quedan hacia el exterior de la
protelna, y cercanas entre sf, por lo que ambos extremos pueden participar en
sl reconocimiento del receptor. Experimentos en los que se eliminan residuos
de aminoacidos especificos sugieren que la histidina (posicién 147) puede
contribulr al reconocimiento del receptor para la IL-1 (24).

4, PRODUCCION Y LIBERACION DE IL-1
a. PRODUCCION

Esta molécula, originalments descrita como un producto de los
monocitos/macréfagos  activados por estimulacién  antigénica, puede ser
sintetizada por una gran variedad de células: fibroblastos sinoviales,
queratinocitos, células de Langerhans de la piel, células mesangiales del rifidn,
linfocitos B, células citotbxicas naturales (NK), astrocitos, células endoteliales,
musculo liso, células epitsliales del timo, y algunos linfocitos T.

La transcripcién ds la IL-1 puede activarse en monocitos por adherencia
de éstos a superficies extrafias, sin que el ARNm sea traducido a protefna. En
algunos ratones con defecto génico, hay un alto nivel de transcripcidn y bajo
nivel de traduccién de la protelna (25). Al estimular a las células con agentes
como endotoxina (lipopolisacarido (LPS)), slice, latex, forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA) o por fagocitosis, no sélo aumenta la transcripcidn sino también
la traduccién y procesamiento del precursor de la IL-1. En el caso de la iL-18,
el pariodo breve de transcripcion de la misma puede incrementarsa al suprimirse
la sintesis de una proteina represora (26},

La traduccién de la IL-1 se reduce por aumanto de AMPc inducido por

prostaglandinas (27), mientras que la transcripcién puede bloquearss con
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corticoesteroldes administrados antes de la activacion celular (28). Los londforos
de calcio y los productos de la lipoxigenasa araquidénica (leucotrienos) sirven
de sefial positiva, y el IFN-y aumenta la produccién de IL-1 en cultivos de
monocitos estimulados con LPS (29).

b. LIBERACION

Al carecer de una secusncia tipica de corte, una cantidad considerable
de IL-1 permanece asociada a la célulg, ya sea intracelularmente {30) o como
parte de la membrana cefular (31). El precursor de IL-1 de 31 kd y una forma
de 22 kd se encuentran asociados con la célula, y ésta ultima posiblements sea
la IL-1 membranal (32). El procesamiento de IL-1 es llevads a cabo por
proteasas de serina, particularmente elastasa y plasmina (33,34). Lla IL-1
membranal, primero descrita por Unanue y cols., es biolégicamente activa y
funcional y antigénicamente similar a la IL-1 soluble. Sin embargo, se induce de
manera mas temprana y persiste més tiempo que esta Utima (35). La [L-1
membranal parece inducirse por la interaccién con células T de ayuda (36), y
seguramente es la responsable de los efectos inmunoestimulatorios de IL-1 en
tejldos locales como nédulos linfoides, articulacionss y la piel. Participa en la
presentacién antigénica y es activa en células no linfoides como condrocitos y
hepatocitos. Ei concepto de la IL-1 membranal explica la habilidad de la IL-1 de
participar en fendmenos autdcrinos y paréderinos sin inducir los efectos
sistémicos que ocurren cuando la IL-1 es procesada y liberada a Ia circutacién.
Existe evidencia fuerte qua sugisre que la IL-1 membranal es IL-1a (37), mientras
que la IL-18 se secreta, aunque también hay IL-18 asociada a la célula.

Por lo anterior, no es de extrafiarse que la cinética en [a produccidn y
liberacién de ambas IL-1 sean diferentes e independientes una de otra. La IL-
1a, Que corresponde a la IL-1 intracelular descrita por Lepe-Zudiga (38), alcanza
niveles maximos a las 6 horas de estimulacién, mientras que la IL-1B, descrita

como IL-1 extracelular por Lepe-Zufiga (38), alcanza niveles méximos entre las
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12y 16 horas de estimulacién, Ademés, el 80% de la iL-14 permanece asociada
a la célula las primeras 24 h., mientras que el 80% da la |L-18 se sacreta a partir
de la sexta hora de estimulacién (39).

5. EFECTOS BIOLOGICOS DE LA iL-1

La IL-1 tiene efectos a nivel de todo el sistema, asl como efectos locales
e inmunolégicos (Tabla 1l). Es uno de los mediadores clave de la respuesta del
organismo a invasién micrabiana, inflamacién, reacciones inmunoldgicas, y lesién
tisular. Como ya ss dijo, no se han reportado diferencias importantes entre la
actividad biol6gica de fa iL-1a y la de IL-1B.

a. EFECTOS SISTEMICOS:

En cuanto a los efectos a nivel de sistema endécrino, la IL-1 actla sobre
el centro termoregulador del hipotalamo y asf induce fiebre. Aparentemente lo
hace por medio de la sintesis de prostaglandinas (PG), las cuales elevan la
sintesis de cAMP que a la vez puede actuar como neurotransmisor (22). La
propiedad de la IL-1 de inducir 1a sintesis de PG es posiblemente una de sus
caracteristicas biolégicas mas importantes, responsable de la mayoria de sus
efectos locales y generales. La IL-1 también induce la liberacion de varios
péptidos  hipotalamicos y pituitarios, que incluyen endorfinas, ACTH, y
somatostatina (40). De manera directa, aumenta la sintesis de esteroides, la
excracion de sodio y los niveles de insulina. Sin embargo, la sobreestimulacion

con IL-1 resulta citotéxica para las células B-productoras de insulina {41).

En cuanto a los efectos metabélicos de la IL-1, ésta aumenta la sintesis
de proteinas de fase aguda por los hepatocitos, mientras que ocasiona una
disminucién en la sintesis de albdmina. La 1L-1 estimula la sintesis de protelna
del complemanto C3, alfa-1-antiquimiotripsina, glucoproteina «i-acida y del
inhibidor inter-.-1-tripsina por parte del higado. En cambio, inhibe la sintesis de
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lipoproteina lipasa, o cual a la vez disminuye la utilizacién de grasa para la
obtencién de energla. Animales sanos a los que se les administra IL-1,
desarrollan anorexia mediada por el higado (42).

b. EFECTOS INMUNOLOGICOS:

i} En cuanto al efecto de la IL.-1 sobre otras citocinas, se ha visto que la
IL-1 incrementa los efectos catabdlicos del factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), también conocido como caguecting, y también sintetizado por los
monocitos/macréfagos. De hecho, la IL-1 y el TNF. comparten varias
caracterlsticas biolbgicas, y los efectos de ambas combinadas generalments son
mayores que los de cada una por separado. Actlan de manera sinergistica en
la produccién del choque hemodindmico, citotoxicidad de células bela
pancredticas productoras de insulina, produceién de PGE por fibroblastos, e
induccién de la reaccién local de Schwartzman. A pesar de la actividad
sinergista de la IL-1 y el TNFs, la primera regula de manera negativa los
receptores de TNF. asl como los propios (43).

La IL-1 actda sobra los mismos monocitos/macréfagos donde aumenta
su propla sfntesis, y sobre los linfocitos T donde aumenta la de la IL-2, el
interferon gamma y beta, la IL-3 y la IL-6. El aumento en la produccién de IL-
1 inducida por sl misma, de IL-2 y de factoras de crecimiento de células B,
aumenta la respuesta inmune a los antigenos, mientras que la induccién de
produccién de IFN-r resulta en un efecto antiproliferativo y antinflamatorio,

ii) ta IL-1 también tiene efectos sobre las células endoteliales y de
musculo fiso. Induce la sintasis de PGE2, PG12 y factor activador de plaquetas
(44), los cuales son f{uerles vasodilatadores. Cuando se administra
intravenosaments, 1a iL-1 provoca una cafda reversible en la presidn arterial. A
nivel local, induce ta congestién vascular, formacién de coégules, infitracién
celular y derramamiento endotslial. La IL-1 altera los receptores de la superficie
endotelial, de manera que se adhieren los leucocitos y migran al tejido
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extravascular. Aumenta la produccidon de procoagulante (45) y actividad
Inhibiteria del activador de ptasminégeno por parte del endotelio. En conjunto,
la IL-1 promueve la localizacién de la infeccién, e induce mecanismos de
reparacién y regeneracion.

iily La IL-1 tiene un importante papel como mediador en la inflamacién y
86 encusntra en ol liquido sinovial de los individuos con artritis inflamatoria y
destructiva. Adem4s de atraer a leucocitos hacia tefidos inflamados, la IL-1 causa
degranulacién de basdfilos y eosindfilcs, estimula sintesls de tromboxano por
macréfagos y neutréfilos, y aumenta la activacién de neutréfilos por péptidos
quimiotacticos. Por otra parte, induce la sintesis de coldgencs v
glucosaminoglucanos y es mitogénica para células mesangiales del rinén, células
de la glia en cerobro y queratinocitos. Induce la reabsorcidn del hueso al activar
a los osteoclastos.

v} En cuanto a los efectos de la iL-1 sobre células inmunocompetentes,
pariicipa en la activacién directa de los linfocitos T, al inducir ia transcripcién,
sintesis y secrecién de IL-2 y su receptor por los mismos, La responsable de
dicha activacién macréfago-linfocito T parece ser la IL-1 membranal.

En presencia de IL-1 aumentan: la respuesta proliferativa de células Ty
B a factores de crecimiento, la diferenciacién y produccién de anticuerpos por
células B, y la unién de linfocitos citotdxicos naturales (NK) a sus tumores
blanco. La iL-1 también es un quimioatrayente para finfocitos. Se considera a la
IL-1 como un adyuvante natural, que de manera no especifica, incrementa la
respuesta inmune a los antigenos y células malignas.
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TABLA #. PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LA INTERLEUQUINA-1
{Adapatiada de Dinarelic, 1969)

Efectos sistémicos de la IL

Sistema Nervicso Central Metabdlicos
fiebre ~hipofsrismia, hipozincemla
-sintesis de PGE-2 por cerabro ~dlaminucién de enzima citocromo P450
-aumaento on ACTH -aumenic da proteinas fase aguda
-aurnento en codicoesteroides ~dismlnucién de Alntuh llbumim
«aumento en suefio lento nto en
~disminucién de spatite -aumenta sn insullna (diaminucién
por

Vasculares «inhibickn de lipoprotsinipass
~mayor adherencla de leucocitos aumsnio en axciecién de sadio
-mayor sintesis de PG1 y PGE
-aumanto en factor activeder de Hemataidgicos
plaquotas -neutrofila
~meyor actividad procoagulante llnfopenla
-sumento an activados de -nacrosis tumoral
plasminégano diberackin da ls méduls desa
-hipotensién -inhibldor

-aumsnto en frecuancia cardiaca
«disminucién del pH sanguineo (acidosh lictica)

Efwctos locales de s IL-1

16n de 5 finfocitos y fos Y vivo)
-liberacién da histamina pat besdfilos
~degranulacién de sosintfilos

prolilerackn de fibrabl ¥ a
nto an sintesis da cold y colagen
15n protassa de cond
1én du PGEZ por ” inavigl

~citoléxico para celulaa de melanoma, beta producious de insullna y titecios
-mayor reabsorcién dsea

-sintesis de IFNL por fibroblastos

-sintesis de IL8

Etectos inmunoibgicos de le IL-1

-Activacién de cals.T

produccién IL-2 y sumento sn receptorss pars IL-2

-Activacksn de cels. B

ainergla con IL4, inducclén de IL-8, auments an sintesis de igM
-Cals. NK

sinesgia con iL-2 & IFN para lisis tumoral, aumenta en unidn de NK & tumores, producciSn de iL-1 y TNF por NK
-Aumento en la produccidn de finfocines

1.2, IL-3, GM-CSF, IFNb, IL-8. IFNg

-Citotaxicidad de macrélagos

aumente en la producclén de -1 y TNF

19...



C. EL SISTEMA FAGOCITICO MONONUCLEAR

1. ORIGEN DE LAS CELULAS DEL SISTEMA

La principal fuente de IL-1 son los monocitos y macréfagos, los cuales
pertenecen al slstema fagocitico mononuclear. Dicho sistema puede definirse
como una linea celular que se origina en la médula 6sea, es transportada por
ol torrente sanguineo, y se localiza en los tejidos. Se compone, bajo
circunstancias normales, de monoblastos, promonocitos y monocitas en médula
6sea, monocitos en sangre periférica, y macréfagos en tejido. Se dice que
éstas células forman un sistema por su origen comun, su morfologia similar y
sus funciones en comun que incluyen la fagocitosis mediada por receptores
para la 1gG y el complemento C3 (46). El nombre de sistema fagoctico
mononuclear reemplaza al de sistema reticuloendotelial usado originalmente.

La linea fagocitica mononuclear comparte una célula progenitora comun
con la serie granulocitica, conocida como unidad formadora de colonia-
granulocito/macréfago (CFU-GM). Hay tras o cuatro divisiones celulares entre el
monoblasto y el monocito de la sangre periférica (figura 2). Los monacitos
recién formados salen de la médula ¢sea a las 24 horas y permanecen en la
sangre pariférica por un periodo corto, hasta da 3 dias (46). Una vez que los
monocitos abandonan la circulacién, no regresan a la misma. En los tejidos, los
monocites, sin dividirse, se transforman en macréfagos, con caracteristicas
morfolégicas y a veces funcionales especificas segun el tejido del que forman
parte. Los macrdfagos pusden vivir muchos meses. Bajo circunstancias
normalas, se dividen poco, pero bajo ciertos estimuios pueden proliferar.

El estadio tarminal de desarrollo de Ia linea fagocitica mononuclear es la
célula gigante multinucleada, caracterlstica de enfermedades inflamatorias
granulomatosas como la tuberculosis.
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COMPONENTES DEL SISTEMA MONONUCLEAR FAGOCITICO

FIGURA 2
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2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y BIOCQUIMICAS DEL
SISTEMA

El monoblasto es practicamente indistinguible del mieloblasto, y carece
de caracteristicas especiales que permitan distinguirlo. Los promonocitos
componen el 3% de la poblacidn celular en la médula 6sea, miden de 12 a 18
Mm, son generalmente estéricos y con un nicleo irregular. El citoplasma contiens
flamentos agrupados y dispersos, poco reticulo endoplasmico, un aparato de
Golgi conspicuo y polisomas abundantes. En promonocitos tempranos, se
forma un tipo de grénulo citoplsmico que contiene las enzimas lisosomales
fosfatasa 4cida, aril-sulfatasa y peroxidasa. Una segunda poblacién de grénulos
peroxidasa negativos se forma en los promonocitos madures y monacitos (47).
Los promonocitos son células que se dividen activamente, capaces de endocitar
y fagocitar, y que se adhieren a superficies de vidrio. Son anasrobias
facultativas. Poseen receptores de superficie para el fragmento Fc de la IgG y
el complemento C3 (48).

Los monocitos miden entre 12 y 15 um, y componen del 3 al 8% de la
pobiacién de lsucocitos de sangre peritérica. Los monocitos en circuiacién son
heterogéneos en cuanto a densidad celular, tamaiio, morfologla y antigenos de
superficie, y se han propuesto subtipos de monocitos. En general, el nicleo es
arrifionado y el citoplasma es azul-grisdceo con numerosos granulos azurofficos.
El aparato de Golgi estd muy desarrollado, los granulos lisosomales son
numerosos y las mitocondrias estan distribuidas uniformemente. Poseen gran
cantidad de microtibulos, microfibrillas alrededor del nicleo y filamentos de
actina. Son poco méviles, tienen actividad fagocitica y una fuerte tendencia a
adherirse a superficies de vidrio. Contienen esterasas no especfficas, peroxidasa,
lisosima, B-glucoronidasa, arilsulfatasa, fosfatasa 4acida y ofras enzimas
hidrolticas. Tienen receptores para la fraccién Fc de la 1gG, para e
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complemento C3 (48} y para Ia insulina {49). Los monocitos no se dividen.

Los macréfagos, también llamados fagocitos mononucleares o histiocitos,
representan una etapa posterior en la maduracién ds los monocitos, Miden entre
20 y 80 um, poseen un ndcleo vesicular grande con nucleclos prominentss y el
citoplasma contisne mitocondrias grandes, microfilamentos, microtubulos y
filamentos de actina. El aparato de Golgi es grande y bien desarroliado y el
reticulo endoplasmico rugoso es abundante y con muchos ribosomas, También
hay vacuolas digestivas, vesiculas cubiertas con clatrina, y muchos lisosomas
con gran cantidad de enzimas hidroliticas. La membrana calular tiene muchas
microvellosidades, evidencia de pinocitosis y formacidn vesicular. No poseen
granulos azurofilicos primarios {47). En la transicion de monocito a macrétago,
aumentan el nimero de lisosomas y mitocondrias, la actividad de enzimas
mitocondriales y ta tasa de respiracién celular. A diferencia del monocito, el
macréfago maduro practicamente carece de actividad de peroxidasa (50). Los
macréfagos son mbviles, con gran capacidad fagocitica. Poseen tres distintos
receptoras para la porcién Fe de IgG: uno para 1gG1-G2b, otro para IgG2a y
otro para IgG3 (51,52), asi como receptores para IgE (83), para insulina (49) y
para la protefna C3 del complemento (54).

Algunos monocitos y macréfagos tienen antigenos DR {la en el ratén) en
la superficie membranal, producto de los genes del sisterna principal de
histocompatibilidad clase | (HLA-DR). El porcentaje de macréfagos la positivos
varia desde 15% en macréfagos peritoneales (55) hasta 50% en macréfagos de
bazo y timo (56). Sélo los macréfagos la positivos pueden interactuar con las
células T. El fenotipo la positivo de la poblacién se mantisne por proliferacion
de fagocitos mononucleares menos diferenciados tras estimulacién adecuada
con mediadores de cdiulas T (57).

El paso més importante desde el punto de vista funcional en fa
maduracidn del macréfago, es la activacién del mismo por medio de linfocinas.

Los macrbfagos activados sufren una serie de camblos morfalégicos,
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bioquimicos y funcionales que les permiten tener una respuesta aumentada
contra microorganismos, inflamacién o neoplasias (Tabla Ill). Pueden ser
activados por mediadores linfocfticos, productos bacterianos, alergenos, toxinas,
particulas fagocitadas, complejos antigeno-anticuerpo, virus, interferén,
componentes de complemento, IgE, etc. Aunque aparentemonte sdlo las
linfocinas producidas por las células T (IFN-r y factor estimulador de colonias
granulocito-macréfago} son capaces de inducir por sf solas toda la sere de
camblos implicados en la activacién del macréfago, hay estudios que sugieren
que el TNF,, liberado por los mismos macréfagos también puede activarlos
(58). Los cambios que ocurren durante la activacién Incluyen aumento en e!
tamaiio, mayor capacidad de adherencia a superficies, aumento en la formacién
de pseuddpedos y veslculas pinociticas, etc.

Existen macrétagos en liquido peritoneal, pleural y sinovial, en calostro,
en espacios alveolares y en tejidos. Son particularmente abundantes en nédulos
linfaticos y espacios sinuscidales. Aunque muy similares entre sf, existen algunas
diferencias que dependen de su localizacién y funcién.

3. PRODUCTOS DE SECRECION DE LOS MACROFAGOS

Los macréfagos, ademés de sus propiedades fagociticas e inmunolégicas,
poseen una alta capacidad secretora, no s6lo de enzimas sino de muchas otras
sustancias bioldgicamente activas ademés de la IL-1 ya mencionada (Tabla V).

a. Enzilmas:

La lisozima o muramidasa es una proteina de bajo peso molecular (14
kd), secretada por monocitos y macréfagos de manera continua,
independientemente de la fagocitosis. Tiene una actividad bacteriolitica,

incrementa la actividad fagocitica y tiene un efecto antineoplésico.

264



La proteasa neutra activadora de plasminégeno cataliza la conversién de
plasminégeno a plasmina, lisa fibrna y activa a los componentes C1 y C3 del
complemento. Es secretada por macréfagos activados y modulada por actividad
fagocttica (59).

Las hidrolasas &cidas, enzimas intracelulares, pueden ser secretadas
como resultado de ta fagocitosis (60), activacién de los receptores para Fc o
complemeanto, o activacién por mediadores de células T (61). La liberacién de
ostas enzimas incrementa con la activacion del macréfago.

La arginasa cataliza la hidrélisis de arginina a ornitina y urea, y es
secretada en altas cantidades por macréfagos activados. Parece ser tdxica para
algunas células tumorales, in vitro (62).

b. Componentas de complemento:

Los macréfagos sintetizan y secretan componentes de la via clasica y
alterna del complemento, como son C1q, C2, C3, C4, factor B, factor F, factor
D y properidina (63). La proteina C3a puede tener un pape! en la mediacién de
lisis de células tumorales por macréfagos, y la C3b jusga un importante papel
en la liberacién salectiva de hidrolasas &cidas por los mismos (64).

c. Proteinas de unién:

Los macrofagos liberan transferrina, ferritina, transcobalamina !l y
fibronectina (58). Esta dltima es una glucoproteina da alto peso molecular
presente en numercsas superficies celulares, tejido conectivo y membranas
basales, asf como en el plasma. Regula la adhesién célula-célula, la adhesién
célula-sustrato, la locomocién celular y la unién de fibrindgeno o colagena a los
macréfagos. Juega un papel importante en la eliminacién de complejos de fibrina

circulantes en la sangre por parte del sistema mononuclear fagocitico.

d. Metaboiltos oxigenados:

25



Les macrétfagos estimulados por fagocitosis o fArmacos generan una serie
de productos capaces de inhibir 0 matar agentes infecciosos y células
neoplésicas. Estos productos incluyen perSxido de hidrégeno (58), radicales
hidroxilo (85) y superdxido (66).

e, Lipldos bioactivos:

La fagocitosis resulta en un incremento marcado en la sintesis de
prostaglandinas, especialmente [a E2 (67). Estas tienen un papel clave en madiar
reacciones inflamatorias y en la regulacién de la funcién inmune. También hay
liberacién de leucotrienas, que pueden causar constriccién bronguial y que son
quimictécticos para los macréfagos (68) y de factor activador de plaquetas, un
fosfolipido mediador de anafiaxis que hace que las plagustas cambien de forma,

se agreguen y liberen su contenido granular.

t. Interforén alfa (IFNa):

Es una protelna secretada por monocitos y macréfagos estimulados por
virus, toxinas bacterianas y mitbgenos, y que protege a las células de infeccién
viral, inhibe la tasa de divisidn celular, aumenta la expresién de antigenos
membranales e incrementa la citotoxicidad de células T, NK y macrdfagos.

g. Factor de Necrosls Tumoral alfa (TNFa):

El TNF., también conocido como caquectina, es producido por
macrdfagos después de su estimulacién, aunque también puede ser producido
por otras células. Algunos de los efectos de TNFe. (y TNFB, producida por
linfocitos T) son: lisis de células tumorales, efectos pirogénices, anti-tumorales,
anti-virales y anti-proliferativos, induccién de expresion de genes MHC clasa |,
activacién de macréfagos, etc. El TNF. y la IL-1 comparten varias propledades
bioldgicas, y sus efectos combinados son mayores que los de cada una por

separado.
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TABLA W CARACTERISTICAS DE [0S MACAOFAGOS ACTIVADOS
(Tomada de Lasser, 1967)

aumenta en.
~actividad metabdica -enZiman Msosameles y su iberackin
-adenil ~deshidrogencaa
-GMP ckilco lisozima
«influjo de iones de Ca <olsgenssa y
-axidackin glucoss ‘produccidn de activadol de plasminégeno
<Interfarén -prodicsidn de prostaglandinas
Funcicnsles- aumento en.
~pinocioste
~tagod]

-#iactos ciiotdodcos ecbre oiuies tumoreies

TABLA IV, PRODUCTOS DE SBECRECION DE LOS MACROFAGOS
(Tomedo da Lasser, 1963

A Enzimen
locaima “arginass
~projeasss PeUtise: Jnidrolasss bcklas:
activador plaamnindgeno proteasas
oolagenass esletasas
olestass kpasas
pioisata degradadors de glucockiasas
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4. FUNCIONES DE LOS MONOCITOS/MACROFAGOS

a. Funclén fagocitica y microbiclda:

Los monocitos y macréfagos juegan un papel clave en !a defansa contra
una gran variedad de agentes infecciosos. La mayorfa de sstos microorganismos
son fagocitados, inhibidos o destruidos por los macréfagos. Estos también
pueden eliminar virus y células infectadas por los mismos (68). Las bacterias y
los productos de éstas, asf como los factores liberados por linfocitas T
activados, son quimioticticos para los macréfagos, los cualss se acumulan y
permanecen en el foco de infaccién bajo la influencia de un factor inhibitorio de
ta migracidn liberado por linfocitos T. La fagocitosis de los microcrganismos
invasores es un mecanismo complejo que requiere en algunos casos de
inmunoglobulinas opsonizantes en la superficie de la célula a fagocitar y en 6l
cual los receptores para la porcién Fc de la igG y para la proteina C3 en la
superficie del macr6fago son importantes. Si el material fagocitado es un
microorganismo, éste debe ser lisado por medic de metabolitos oxidativos como
peréxido de hidrégeno, superdxido y radicales hidroxilo.

b, Regulactén de la respuesta inmune

Los macréfagos son esenciales en el desarrolio de ia inmunidad celular
y humoral. Existe una interdependencia cercana entre macréfagos y linfocitos.
Para que el linfocito T sea estimulado y funcione como célula de ayuda para el
linfocito B, necesita que el macréfago fagocite el antigeno, lo procese y se lo
presente en e contexto de las moléeculas del sistemma principal de
histocompatibilidad {MHC) classe Il {(DR). Por otro lado, para que el macréfago
funcione a su capacidad éptima contra microorganismos y tumores, necesita ser
activado madiante la interaccién con linfocinas derivacas de linfocitos T.

Las moléculas DR del macréfago regulan el reconocimiento de antigenos
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por los linfocitos T, por lo que sélo los macréfagos que tengan moléculas DR
son capaces de presentar antigenos e intaractuar con célutas T. Los macréfagos
DR negativos no presentan antigenos pero sl pueden ser activados. Ambos tipos
posesn receptores Fo y C3, y fagocitan particulas y bacterias (70).

c. Eliminacién de células danades o envejecidas

Una de las principales funciones de! sistema mononuclear fagocitico es
la eliminacién de eritrocitos dafiados o envejecidos de la circulacidn. Los
macréfagos reconocen cambios en la superficie membranal del eritrocito,
inducidos per recubrimiento con inmunoglobulinas, dafio quimico, invasién
parasftica o senescencia. Los etitrocitos son fagocitados, y la globina es
convertida en aminoécidos y bilirubina por la enzima heme oxigenasa del
macréfago (71). Los fagocitos mononucleares también eliminan plaquetas,
linfocites y nticleos megacariociticos senescantes.

La presencia de macréfagos en el desarrolio fetal temprano sugiere que
tengan una funcién importante en la eliminacién de desechos al ir siendo
sustituido un tefido por otro (46).

d. Control de células tumorales

Existe evidencla a favor del papel de los macréfagos en el combate de
neoplasias: los tumores son comunmente infitrados por macréfagos, el
contenldo de éstos en los tumores tiends a relacionarse negativamente con el
potencial metastatico de éstos dltimos y los agentes selactivamente téxicos para
los macréfagos aceleran el desarrollo de tumores, Se puede considerar a los
macréfagos como ‘*células prmarias de vigilancia antineoplasica. Los
macréfagos, capaces de distinguir células tumorales a través de un mecanismo
de reconocimiento molscular, pusden destruir a éstas mediante la fiberacién de
productos come enzimas liscsomales, perdxido de hidrégeno, proteinasas
citolfticas y factor de necrosis tumoral (72).
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©) Hematopoleais

Los monocitos y macréfagos producen un factor estimulador necesario
para la formacién y crecimiento de colonias de granulocitos y macréfagos (CSF-
GM) (73). Asi mismo, producen eritropoletina (74), ferritina (75), transferrina y
son una fuente de fiero para normoblastos en desarrolio. Tamblén producen
transcobalamina i, la principal proteina de transporte de la vitamina B12 (76).

f) Otras funciones

Finalmente, los monocitos/macréfagos también juegan un papel en otros
fendmenos como: induccién de actividad procoagulante en células endoteliales,
acumulacién de lipidos en lesiones artericesclerbticas, liberacién de colagenasa
8 Induccién de proliferacidn de fibroblastos en la cicatrizacién de heridas,
transporte y metabolismo de metales como fierro, zinc y cobre, y regeneracién
de tefidos.



D. IMPORTANCIA DEL. CALOSTRO COMO FUENTE DE FACTORES DE

RESISTENCIA A INFECCIONES EN EL NEONATO

Reclentements, se ha renovado el interés acerca de las propiedadss
~ protectoras Unicas de la lache materna y da su fase calostral. Esta dltima
correspondse a la secrecidn espesa y amarillenta de fa glandula mamaria durante
las primeras 72 horas. Esta bien establscido qus la leche materna es el alimento
ideal para los requerimientos del neonato, no solo por su valor nutritivo y el
contacto con la madre, sino por su capacidad de proteger al neonato de ciertas
infecciones, especialmente aquellas que afectan al tracto gastrointestinal y el
gistema respiratorio.

El sistema inmunoldgico en la leche humana, compuesto de factores
solubles y células inmunocompetentes, poseo varias caracterfsticas: a) la
naturaleza quimica de los factores de resistencia es muy diversa, puesto que
incluye oligosacéridos, polisacaridos con nitrdgeno, lfpidos, protelnas y
glucoproteinas; b) dichos factores también se encuentran en muchas
secreciones de mucosas; ¢) la produccién de los factores de resistencia por la
glandula mamaria es inversamente propotcional a su produccién por el neonato;
d) los factores de defensa son capaces de resistir la digestion en el tracto
digestivo; e) dichos factores actian sinérgicamente entre sl y con otros factores
producidos por el neonato para eliminar o inhibir el crecimiento de patégenos
y ) los agentes inmunolégicos de la leche humana protegen al neonato sin
generar un efecto inflamatorio en el mismo (77).
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1. COMPONENTES INMUNOLOGICOS DEL CALOSTRO
Los principales componentes inmunolégicos ds fa leche humana y de la
fase calostral de la misma son:

-Factor de crecimiento de Lactobacillus, la principal bacteria encontrada en el
colon de los necnatos alimentados con leche materna. Dicha bacteria producs
4cldo acético el cual inhibe el crecimiento de bacterias y hongos patégenos.
Su factor de crecimiento es un polisacérido que contiene nitrégeno, encontrado
en leche de humano pero no en leche de vaca (78).

-Oligosacéridos y glucoconjugados, que compiten con receptores de células
epiteliales para la unidn con ciertos patdgencs bacteriancs o sus toxinas; por
ejemplo, los oligosacéridos con fucosa en leche humana inhiben la adherencia
de Vibrio cholerae a células epiteliales (79).

-Uipidos, derivados de la hidrélisis de triglicéridos de la leche, son capaces de
lisar virus encapsulados, como por ejsmplo coronavirus, y parésitos unicelulares
como Giardia lamblia y Entamoeba histolytica (80).

-Usozima, producida por células epiteliales, neutrdfilos y macréfages, lisa
bacterias al hidrolizar mucopolisacaridos o mucopéptidos de su paraed celular.
Esta enzima es muy abundante en e} calostro,

-Lactoferrina, también producida por células epiteliales, neutréfilos y macréfagos,
priva a las bacterias de fierro e inhibe su crecimiento. La concontracidn més alta
de lactoferrina ocurre an la fase de calostro (81) (Tabla V).



-Inmunaglobulinas: de las 4 inmunoglobulinas presentes en la leche humana
(IgG, lgA, IgM e IgD), la IgA representa el 90%, en forma de IgA secretora
(sigA). Es producida por células plasméticas en la 1&mina propia de la glandula
mamaria, las cuales provienen de las placas de Peyer del intestino y dsl &rbol
traquseobronquial. La concentracién de sigA es mayor los primeros dfas de
lactancia (Tabla V).

TABLA V. CONCENTRACION (mg/ml; medla 3 desv. standard) DE FACTORES INMUNOLOQICOS EN LA LECHE
HUMANA A LO LARGO DE LA LACTANCIA

Faclor 23 dlas 1 mos & mesos 1 a0 2 afios
Lactoterrina 83 4129 19 03 14 £ 04 10202 12 £ 01
slgA 20 ¥ 28 10 03 05 %04 1.0% 03 11 202
Usozima .08 + 003 002 + 003 025 + 0412 02401 019 £ 0G3

-Leucocitos: éstos estdn presentes los primeros 3 a 4 meses de lactancia, pero
la concentracién més alta de leucocitos ocurre en el calostro (82). El nimero
promadio de células mononucleares en los primeros dias post-parto es de 4
millones de célula por mililitro, cantidad comparable a la concentracidn de éstas
en sangre (B3). La mayorfa de las células que se encuentran tanto en el calostro
como en la leche son macréfagos y linfocitos B y T, aunque también se han
encontrado de manera ocasional neutréfilos y células epiteliales (84).

En cuanto a los linfocitos T de la leche, éstos van disminuyendo su
concentraci6n al progresar la lactancia (85) y su funcidn en la transmisi6n pasiva
de inmunidad al neonato adn no estd clara. La respuesta de dichos linfocitos
arte algunos estimules mitogénicos y antigénicos es distinta a la de linfocitos T
de sangre peritérica. Esto suglere que los linfocitos T de la lache materna
representan una subpaoblacién dnica de células T que llanan las necesidades de
un sistema inmune local, diferentes a las del sistema inmune sistémica (84).

Los linfocitos B de la lechs, a diferencia de los de la sangre periférica,
responden poco a estimulacion mitogénica, e, in vitro, sintetizan Unicamente IgA.
Sin embargo, se han datectado las 4 clases de inmunoglobulinas arriba
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mencionadas en la leche materna. El calostro tiene concentraciones mas altas
de inmunoglobulinas que la leche (86). La lg m4is abundante en el calostro y
la leche es la IgA secretora (slgA), dirigida principalmente contra antigenos
enterobacterianos, También se han encontrado anticuerpos sigA contra
microorganismos como polio, ecovirus, virus de la influenza (86), y contra
antigenos bacterianos como antigeno O de E coli y enterotoxinas liberadas por
E coli y Vibrio cholerae (87).

La funcién de los neutrdfilos adn no esta bien definida, y la presencia de
dichas células puede estar relacionada con el aumento en el tamaiio de los
senos durante los primeros dias de lactancia. Tienen poca movilidad y no
responden a quimioatrayentes.

Entre el 80 y el 100% de las células mononucleares en el calostro son
macréfagos (83) y su concentracién en fa leche humana es 300 veces mayor
ala observada en leche de vaca. Dicha célula es estable en un ambiente acido
comparable al géstrico (88). El macréfago de calostro 8s una célula fagocitica
activa, mas maévil que los monocitos de sangre y que muy posiblemente tenga
un papel importante en el combate da infecciones tanto en la madre como en
el tubo digestivo del neonato. Aproximadamente el 23% de los macréfagos de
lecha son DR positivos, lo que suglere que también funcionan como células
presentadoras de antigeno {89).

Ademéas de ser una célula fagecitica, el macréfago de calostro y lache
también es responsable de la sintesis de varos factores que confieren
resistencia al neopato, como son lisozima, componentes C3 y C4 del
complemento (90) y lactoferrina (86). La lisozima es capaz de lisar la pared
celular de la mayorfa de las bacterias. El beneficio de la presencia de los
factores C3 y C4 en la lechs es mas dudoso, puesto que no se han detectado
los oftros factores de la via clisica del complemento, y, si los hubiera,
practicaments no hay IgG o IgM para iniclar la cascada del proceso. Sin
embargo, e! sistema de complemento pueda ser activado por una via alterna {via
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proactivador C3), la cual puede ser Iniciada por IgA, la principal inmunoglobulina
en [a leche, El C3 activado tiene propiedades opsonizantes. La lactoferrina es
una protefna que se une a fierro y que se encuentra a una concentracién muy
alta en la leche (img/ml) (91). Tiene mayor afinidad por el fierro que la
transferrina de la sangre. Su efecto microbicida parece deberse a su capacidad
de privar de fierro a ciertas bacterias como estafilococos y E coli. Finalmente,
se ha encontrado que el macréfago de calostro posee IgA intracelular y
asociada a su membrana. El hecho de qug, in vitro, esta inmunoglobulina sea
liberada poco a poco, sugiere que el macréfago es un vehiculo potencial para
ol transporte de dicha inmunoglobulina (92).

Dabido a que la IL-1 es producida por toda la linea celular monocito-
macréfago, resulta de interés saber si estos macréfagos del calostro, ademéas
de las funciones de fagocitosis, presentacidn de antigeno y secrecién de
factores de resistencia, pudieran tener un papel importante en ¢l aporte de IL-
1 para la activacién del sistema inmune del neonato. Existe s6lo un trabajo al
respecto, hecho por Sublza y cols. (93), en que demuestran que la produccién
de IL-1 por los macréfagos del calostro es 4 a 5 veces menor que la de los
monocitos de sangre periférica, y que los primeros son incapaces de liberar la
IL-1. Sin embargo, en diche trabajo no se tomé en cuenta el mecanismo de
liberacién de IL-1 por daflo celular (sfice), y para medir la IL-1 se utilizé un
bioensayo basado en proliferacién de timocitos de ratén, el cual, como ya se
menciond, no es muy especifico. Ademds, ya esta comprobado que la cinética
en produccién y liberacién de ambas IL-1 es muy distinta, por lo Gue resulta
més preciso utllizar un ensayo que distinga entre ambas. Por lo anterior,
consideramos necesario retomar el estudio de Subiza y cols. y medir la
produccién y liberacién de IL-1. especificamente, al estimular a los monccitos
de sangre y a los macréfagos ds calostro con LPS y sflice. Se eligié IL-1a
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puesto que, come ya se menciond, parece ser la mas importante en la
interaccién con y activacion de las células T. La IL-1« 58 midié mediante un
onsayo de ELISA, ol cual es mucho mas especffico y sensibie.

Objetivos

Los objstives del presente trabajo fueron:
-Detarminar la produccién y liberacién de IL-1« por los macréfagos del calostro.
-Comparar ésta con la produccién y liberacién de IL-1« por monocitos de
sangre periférica de las mismas mujeres puérperas.



llil. MATERIALES Y METODbS



1. POBLACION ESTUDIADA

Sa analizaron calostro y sangre periférica de catorce mujeres puérperas,
que estuvieran entre les 15 y 35 afos de edad, con ambarazo de término sin
complicaciones, sin inflamacién mamaria, y con puerperio entre las 0 y 72 horas.
El calostro (de 10 a 15 ml) se recolectd, previa impieza del pezon con jabén y
agua, bajo condiciones estériles mediante un tiraleche alectrénico, La sangre

periférica (20 ml) se extrajo mediante una jeringa heparinizada y estéril.

2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

La sangre se diluyd en un voldmen igual de PBS (solucién amortiguadora
de fosfatos) y las células mononucleares se separaron por medic de un
gradiente de FicolllHypaque. Estas se lavaron tres veces en PBS, y se
resuspendieron en medio de cultivo RPMI (Sigma) con 10% suero bovino fetal,
1% antibiético, 1% glutamina, 1% HEPES, y se ajustaron a una concentracion de
5 millones de células/ml. Se colocaron 2 mi. de medio (10 mikones de céiulas)
por pozo en una placa de 24 pozos (Falcon), y las células se dejaron adherir
durante dos horas. Al cabo de este tiempo, se lavaron o8 pozos tres veces con
RPMI y de esta manera se desecharon las células no adherentes. Las
adherentes, aproximadamenta 1 milién de monocitos por pozo, se
resuspendieron en RPMI (1 ml de medio por pozo) y se somatieron a 3

condiciones distintas: basal, LPS (cortesfa de G.Molier, Universidad de
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Estocolmo) a 20 ug/ml. y silice (Sigma) a 50,ug/mi. Las células se incubaron 20
h, a 37°C, después de lo cual se centrifugaron los sobrenadantes para desechar
cualquier resto celular y se congelaron a -70°C

El calostro se diluyé en PBS, se centrifug6, y el botén celular se
centrifugd sobre un gradiente de FicollHypaque para separar las células
mononucleares. Estas se ajustaron en medio (RPMI) a 1 milldn/ml. No se
pusieron a adherir puesto que, por medio de un ensayo con anticuerpo
monocional anti-OKM1, se demostré que mas del 90% de las células son
macréfagos. Se colocd 1 ml de medio (1 millén de células) en cada pozo de la
caja Falcon y se sometieron a las tres condiciones descritas anteriormente.
También se incubaron 20 h, a 37°C, y los sobrenadantes se centrifugaron y se
congelaron a -70°C.

Las cajas en cuyos pozos se quedaron adheridos los monocitos de
sangre y los macréfagos del calostro también se congslaron, para
posteriorments lisarios. Esto se logrd al agregar 1 ml de agua destilada a cada
pozo, y al congelar y descongelar ésta 3 veces.

3. ENSAYO DE IL-1 ALFA

Se realizé un ensayo de ELISA (ensayo de inmunoabsorbencia asociada
a enzimas) para IL-1« humana (Endogen IL-1a) con los sobrenadantes de cada
condicién, y con los monocitos y macréfagos lisados de cada condicién, tanto

de sangre como de calostro.



Este ensayo de Inmunoabsorbencia asociada a enzimas (ELISA) se basa
en basa en el principio del "sandwich" inmunométrico de dos anticuerpos: se
cubre una inmunoplaca con anticuerpo monocional de ratén especifico para IL-
1s humana y los pozos de la placa se incuban con las muestras y controles
aproplados. Durante esta incubacion, Ja IL-1a presente en la muestra se une al
anticuerpo (la fase sélida). Todo el material de la muestra que no se adhiere se
slimina por aspiracién y lavado de los pozos. Después, se afiade a los pozos
un anticuerpo polivalente de conejo anti-IL-1« humana, el cual reconoce
numerosos epftopes de la misma; el anticuerpo de conejo que no se une se
elimina por aspiracién y lavado. En seguida se incuban los pozos con un tercer
anticuerpo de cabra anti-conejo asoclado a la enzima fostatasa alcalina. De
nuevo, el anticuerpo no unido se elimina por aspiracién y lavado. Finalmente se
afade el sustrato de la enzima (para-Nitrofenil fosfato), de manera que el
anticuerpo anti-IL-1« unido a la placa se cuantifica por medio de una reaccidén
enzimética que resulta en un cambio de color capaz de ser detectada mediante
un lector de ELISA. La absorbancia medida (o sea, el camblo en color) es
proporcional a la concentracién de IL-1¢ en la muestra. Por madio de una curva
estandard, obtenida graficando la absorbancia de muestras de concentracién
conocida, se abtienen las concentracicnes de IL-1e de las muestras a medir. La
sensibilidad de dicho ELISA para IL-1e es de 50 pg/ml de IL-1. biolégicamente

activa,



El procedimlento dsf ensayo de ELISA fue el siguiente:

a) Sensibilizacién de la placa: Se diluyeron 150 ul (microlitros) de dicho
anticuspo monoclonal en 11.5 ml de un amortiguador da recubrimiento
(albumina) y se colocaron 100 ul de esta solucién a cada pozo de la
inmunoplaca. Esta se incubd a 37°C toda la noche; después de dicho tiempo,
la placa se lavé tres veces con el amortiguador de lavado (PBS y detergents).

b) primera incubacién: se afadisron 50 ul de solucién de bloqueo
{atbdmina al 0.3%) a cada pozo después de lo cual se aiadieron los controles
negativos (RPM), las diluciones standard (6,075 pg/ml, 2,025 pg/ml, 675 pg/ml,
225 pg/ml y 75 pg/ml), y las muestras, todos por duplicado. Se incub6 la placa
a 37°C toda la noche para obtener una mayor sensibilidad. Se lavé la placa tras
vaces con el amortiguador de lavado.

c) segunda incubacién: se afiadieron 100,u! de anticuerpo polivalents de
conejo ant-IL1. a cada pozo, se incubd la placa a 37°C durants una hora, y
89 lavd.

d) tercera incubacion: se afadieron 1004l de anticuerpo anti-conejo de
cabra unido a fosfatasa alcalina a cada pozo.

e) reaccién: se aftadieron 100 ul. del sustrato para-nitrofenil fosfato (p-
NPP) difufdo en su amortiguador a cada pozo. La reaccién se llevé a cabo a
temperetura ambients. Se hicieron lecturas en un lsctor de ELISA a 405 nm

durante 6 intervalos de 15 minutos.



Los resultados para cada muestra, obtenidos en unidades de densidad
dptica, se extrapolaron a la curva estandard (obtenida por [as lecturas de los
estandares de -1, de concentracién conacida), por medio de un programa de
computacion llamado Skansoft. De esta manera se obtuvo la concentracién de

IL-1. en picogramos/ml de cada muastra,

4. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATCS

Con los datos obtenidos, se realizé una prueba de t pareada de Student
para comparar tadas las condiciones entre s/, tanto de sangre como de calostro.

Se aplicd ademas un andlisis de regresién simple entre variables con el
objetivo de saber s! la produccién de IL-1a a nivel individual guarda proporcién
0 no ante log distintos estimulos,

El nivel de aifa {p) se fij en 0.05; sin embargo, debide al tamaio
relativamenta pequefio de la muestra, se consideré que aquellos valores de p

entre 0.05 y 0.1 podrfan ser significativos si la muestra fuera mayor.
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IV. RESULTADOS



La edad promedio de las catorce mujeres puérperas estudiadas fue de
24.7 aflos. De las catorce, § tuvieron parto normal y 5 tuvieron cesérea, Para
siete de las pacientes, era su primer hijo, para tres era el segundo, para dos era

el tarcaro y para dos era ef cuarto.

1. Cantidad de células mononuciearas (CMN) obtenidas de sangre porlférica
y de calostro.
La cantidad de CMN totales obtenidas de 20 mi de sangre varié
de 6 a 24 millones de CMN/ml, con una media de 11.0 + 4.0.
La cantidad de CMN obtenidas de 5 a 10 mt de calostro varid do 1 a 12
millones de CMN/ml, con una media de 3.4 + 27. Por medio de un ensayo de
inmunofiuorescencia con anticuerpo manocional OKM-1, se comprobd que mas

del 80% de las CMN en el calostro son macréfagos.

2. Producclén y liberacién de IL-1a
a) En la Tabla Vi, se obssrva fa produccién y liberacién de iL-1« por parte
da los monocitos de sangre peritérica y fos macréfagos del calostro, bajo las

tres condiciones (pasal, LPS y sflice).
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TABLA Vi.  PRODUCCION DE IL-1 alfs (pg/ml, media + erof standard)

Condicldn Monotitos sangre Macrilagos calostro P
BASAL
Bbecada 1002 + 19.9 T8 £ 118 0058
intraceluler 284+ 1373 o4 + 79 0,087
P 0.087 00
LPS
iberada 1903 + 292 709 £ 128 0478
Intruosiular 5130 + 145 508 + 78 0.028
P 0.027 0,008
SICE
Iberada NI LMz T2T £ 104 0.048
intraceluler W2 + 1549 a3 + 79 0047
p o377 0.002

p' = monochos ve. maceslagos
P"= liberado vs. Intracelulas

I} En la condicién basal se cbserva que tanto los monacitos de sangre como
los macréfagos del calostro liberan IL-1. al sobrenadante, pero los primeros
liberan una cantidad mayor que los segundos.

La IL-1¢ intracelular también es mayor en los monacitos de sangre qus
en los macrofagos del caiostro.

Al comparar la IL-1. liberada con la intracelular, se observa que los
monocitos de sangre guardan més IL-1« de la que liberan, mientras que los
macréfagos de calostro tienden a liberar més de la que guardan.

if) En la condicién de estimulo con LPS, de nusvo los monocitos de sangre
liberan al medio mayor cantidad de IL-1. que los macrétagos del calostro,
aunque no se alcanza diferencia significativa. Tampoco hay diferencia
significativa entre la IL-1a liberada basalmente y la liberada con LPS, ni para los
monocitos ni para los macréfagos.

Al igual que en ia condicién basal, la IL-1a intracelular es mayor en los
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monacitos de sangre que en los macréfagos del calostro; y los monecitcs de
sangre guardan méas IL-1a do la que liberan mientras que kos macréfagos de
calostro guardan menos IL-1« de la que liberan,

La IL-1e intracelular en monocitos de sangre estimulados con LPS es
mucho mayor que la IL-1« intracelular en monocitos basales. En cambio, en los
macréfagos del calostro, no hay diferencia entre la IL-1s intracelular en la
condicién basal y con LPS,

iy En la condicién de estimulo con sflice, al igual que en la basal y con LPS, los
monocitos liberan més IL-1« al medio que los macréfagos del calostro. La IL-
1q liberada por monocitos bajo estimulo del sllice es mayor que Ia liberada por
los mismos en condicién basal y con LPS. En cambio, la IL-1e liberada por los
macrdfagos de calostro con sfiice es incluso menor a la liberada por los mismos
basalmente o con LPS.

Al igual que en la condicién basal y con LPS, bajo el estimulo del sfiice,
la IL-1¢ intracelular en los monocitos es mayor a la de los macréfagos del
calostro. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con los monociios de
sangre en la condicién basal y con LPS, con sflice éstos no muestran diferencia
significativa entre la IL-1« liberada y la iL-1« intraceular, En cambio, los
macréfagos de calostro siguen liberando mds de lo que guardan.

La cantidad de IL-1« intracelular de monocitos estimuladas con sflice, es
parecida a la condicién basal y algo menor que la condicién de estimulo con
LPS. En los macréfagas del calostro no hay diferencia entre la cantidad de IL-
1a Intracelular en la condicién con sflice y en la basal o con LPS.

b) Produccién total de IL-1a:

Al sumar la IL-1. liberada al sobrenadante y la IL-1. intracelular, se
obtiene la produccién total de IL-1« en cada cendicién (figura 3), para los
monocitos y para los macréfagos.



Figura 3
PRODUCCION TOTAL DE IL-1 ALFA

IL-1a (pg/mi)

L
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Existe una marcada diferencia entre la produccién total de IL-1. por los
monocitos de sangre y por ios macréfagos del calostro en las tres condiciones:
basal (425.52 + 153.85 vs 137.44 + 19.22 pg/ml, p=0.062); LPS (644.25 +
21874 vs 139.7714 1. 19.52 pg/ml, p=0.033) y sllice (711.95 + 265.42 vs 130.98
+ 18.20 pg/ml, p=0.039).

En la figura 3 se observa que, en respuesta al LPS y al sllice, los
monacitos de sangre muestran un aumento notable en la produccitn total de
IL-1« con respecto a su condicién basal (p=0.052 para [a primera, p=0.15 para
la segunda). En cambio, los macréfagos de calostro, al ser sestimulados con
LPS, no muestran un aumento en fa produccién total de IL-1« con respecto a
su condicién basal (p=0.313), e incluso muestran una disminucién del 5% en la
misma cuando son sstimulados con sflice {p=0.032).

¢) Presencia de IL-14 en el sobrenadante de! calostro

Puesto que los macréfagos pudieran estar fiberando IL-1. &l calostro de
manera constitutiva, se buscd IL-1« en el sobrenadante (fitrado) del mismo en
6 casos (Tabla VI). Con excepcién de un caso, la IL-1« presente en e
sobrenadante del calostro fue igual 0 menor que a liberada por los macréfagos
en la condicién basal,

TABLAWI.  ACTVIDAD DE IL-1 alfa EN CALOSTRO (pg/mb)
wohrens- Macréfages
basal LPS Bilios

NGm. pas. dants
5% e XA 319 8 (4
»2 29 208
51 43 s 281 240
182 188 198
52 2t ;1 2!y ;s
202 27 4
53 287 N5 N5 4
U5 M8 20
5 54 ;o M1 M2
e Wy 3R
8 %9 W B2 N7

{a) L-1a iberade- renglones nonse
(b} R-1a intraceluler- renglonse pared



3. Regresiones simples.

8) Debido a la alta dispersién de los datos obtenida en monocitos de
sangre, se realizé una prueba de regresién simple para saber si {a respussta de
los monocitos y los macréfagos, ante ambos estimulos (LPS y Si) es
proporcional o no a nivel individual. En otras palabras, para saber si los
monocites o macréfagos que liberan altag cantidades de IL-1a en 12 condicién
basal también liberan altas cantidades de la misma bajo estimulo de LPS o
sflice, y viceversa.

Encontramos una correlacién positiva entre 1a liberacién de IL-14 por los
monacitos de sangre en condicién basal y la IL-1« liberada tanto con LPS como
con slice {r=0.85, p<0.00001 y r=0.64, p=0.011 respectivaments). La IL+1a
Intracelular basal en los monocitos de sangre también es proporcional a la IL-
1« intracelular en los mismos estimulados con LPS o sllice {r=0.89, p<0.00001
y r=0.80, p=0.0003, respectivaments). Asi mismo, la produccidn total de IL-1=
por los monocitos de sangre en la condicién basal es proporcional a la
produccién total de la misma bajo estimulo de LPS o sfice (r=0.91, p<0.00001
y r=0.68, p=0.0075, figura 4a y 4b respectivaments).

Lo mismo sucede con los macréfagos def calostro. La liberacién de IL-
1« 6n Ia condicién basal es proporcional a [a libarada con LPS o sflice (r=0.99,
p<0.0000t y r=0.98, p<0.00001, respectivamente), y {a IL-1a intracelular en la
condicién basal es proporcional a la IL-1. Intracelufar con LPS o sflice (r=0.99,
p<0.0000t y r=0.98, p<0.00001, respectivamente). As{ mismo, fa produccién
total de IL-1a por los macréfagos del calostro en la condicidn basal es
proporcional a la produccién total de la misma con LPS y sfice {r=0.99,
p<0.00001 y r=0.99, p<0.00001, figura 5a y 5b respectivaments).

47



PHRODUCCION TOTAL DE IL-1 ALFA POR
MONOCITOS DE SANGRE: RESPUESTA A LPS Y SILICE
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b) Puesto que el tiempo de puerperio pudiera influir sobre la
concentracién de macréfagos por miliitro de calostro obtenidos en cada
muestra, se hizo una regresion entre dichas variables (niimero de macréfagos
del calostro/m! y tlempo de puerparic). No se encontré correlacidn.

Tampoco se encontré correlacion entre fa -1« liberada por o la
intracelular en los macrétagoes del calostro y las horas de puerperio, en ninguna
de las tres condicionss.

¢) Finalmente, se encontrd una relacién negativa entre la produccién total
de IL-1« por los macréfagos dal calostro (a 1 milléryml) y el nimero total de
macréfagos/ml obtenido de cada muestra, para las tres condiciones: basal (r=-
0.66, p=0.01 figura 8a), LPS (r=-0.65, p=0.01 figura 6b) y slice (r=-0.68,
p=0.007 figura 6c).

Sin embargo, no sa encontré dicha relacién para los monocitos de sangre
periférica,
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V. DISCUSION



Se aprecia un aumento notable en la produccién total de IL-1« por
monocitos de sangre periférica en respuesta a los estimulos de LPS y de sflice.
A diferencia de lo que podrfa pensarse en un principio, en la condicién basal
hay una produccién total considerable de IL-1e, la mayorfa de la cual es IL-1a
intracelular. Este hecho coincide con el trabajo de Lepe-Zuitiga et a/ (38) en el
cual reporta qua en los monocitos de sangre no estimulados existe una reserva
de IL-1 intracelular (la cual corresponde casi por completo a IL.-1d).

El aumento en la producci6n total do IL-1« por los monocitos de sangre
estimulados con LPS se debe a un aumento marcado en la IL-1e intracelular,
puesto que la IL-1e secretada no aumenta con respecto a fa basal. Estos
resultados concuerdan con el trabajo de Lonnemann et a/ (39), en el que se
demuestra que en monocitos estimulados con LPS, el 80% de la IL-1a
permanece asociada a la célula durante las primeras 24 horas de estimulacion,
Efactivamente, en los monocitos estimulados con LPS, la IL-1« intracelular (520
pg/mi) resulta ser el 81% de la IL-1« total (642 pg/mi). La IL-1« intracelular que
se midié incluye a la IL-1« membranal, puesto que el lisado celular tiene restos
de la membrana plasmética.

En cambio, en los monocitos estimulados con sflice, el aumento en la
produccién total de IL-1a se debe a un aumento en la IL-1. secretada y no a

un aumento en ia IL-1« intracelular. Esto sa debe a que el shice dafa al
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macréfago y por lo tanto provoca la liberacién ds Il-1« intracelular. Este
aumento en IL-1 extracelular al incubar monocitos de sangre periférica con sllice
o con esteres de forbol, fue descrito por Lepe-Zuitiga et al (30).

El que no se haya alcanzado diferencia significativa entre [a produccién
total de IL-1a por monocitos en la condicién basal y en la condicién con sflice,
a pesar de ser tan distintos Jos valores medios, se debe a Ia alta dispersién de
los datos obtenida para estos. Es por esto que se estudid a nivel individual
cémo estaban respondiendo los monocitos a los estimulos. El andlisis de
regresidn simple muestra que {a respuesta a nivel individual ante cualquiera de
los dos estimulos (LPS y Si) es proporcional a la produccién basal, tanto para
la IL-1 intracelular como para la secretada. Es decir, que los monocitos con una
alta produccién de IL-1= en la condicién basal, también tienen una alta
produccién de la misma ante LPS o sllice, y viceversa. Las regresiones para la
produccién total ante ambos estimulos (figuras 4a y 4b) dan rectas con
pendiente mayor de uno, lo cual indica que fa produccién de IL-1a 8n respuesta
a LPS o al sflice es mayor que la basal y que, por lo tanto, los monocitos estén
respondiendo a estos estimulos,

Los datos de los monocitos de sangre contrastan con los datos de los
macréfagos del calostro. En primer lugar, de acuerdo a lo reportado por Subiza
et al (93), la produccién total de IL-1a por los macréfagos es varios 6rdenss de
magnitud menor a la de los monocitos para las tres condiciones, y no hay

diferencia entre la produccién total de IL-1« por los macréfagos en la condicién
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basal, con LPS y con sfice. Incluso se observa una disminucién en [a
produccion total de IL-1e en respuesta al sflice. Al igual que los monocitos de
sangre, a nivel individual {a produccién de IL-1« ante LPS vy sllice es proporcional
a la produccién basal, tanto para la IL-1« intracelular como para la secretada,
Pero, a diferencia de los monocitos, las rectas obtenidas al relacionar la
produccion total de IL-1a con LPS y con Si con respecto a la basal {figura 5a
y 5b) tienen una pendiente igual a uno. Esto indica que los macréfagos no
estdn respondiendo a ninguno de los dos estimulos, sino que siguen
produciendo lo mismo que producian basalmente.

En segundo lugar, la cinética de produccién y liberacién de IL-1« por los
macréfagos es distinta. A diferencia de lo que pasa an los monocitos de sangre,
la IL-14 Intracelular no aumenta en respuesta al estimulo con LPS, y la IL-1a
extracelular tampoco aumenta en respuesta al sflice (incluso disminuys). Lo
primero sugiere que el macréfago no tiene capacidad de aumentar su
preduccién de IL-1= como respuesta ante estimulos antigénicos. Lo segundo
sugiere que, por alguna razén, el sfice no est4 dafando al macréfago del

calostro lo suficierte como para que éste libere su iL-1« intracelutar.

Subiza et af {93) plantean que los macréfagos del calostro son incapaces
de liberar la IL-1 que han producido. Sin embargo, los resultados que obtuvimaos
indican que la baja cantidad total de IL-1« producida por los macréfagos del

calostro radica en una inhibicion de la produccién misma més que en un
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problema de liberacién, puesto que los macréfagos liberan més IL-1a de la que
guardan intracelularmente.

Debido a que ambas IL-1 son reguladas a nivel de transcripcién y
traduccibn, serfa interesante estudiar los niveles de ARNm para IL-1a en
macréfagos de calostro, para determinar si los bajos niveles de IL-1« se deben
a una menor velocidad en la transcripcién del gen, 0 a una menor velocidad de

traduccion del mismo,

La limitacién que tienen los macréfagos en la produccién de Il-14, ¥y la
falta de respuesta de éstos ante estimulos como LPS o silice pusde deberse a

varias razones:

a) A que los macréfagos, In vivo, estuvieran produciendo IL-1. de manera
constitutiva, lo cual In vitro resuiltaria en bajas cantidades de Ii-1. debido a un
"agotamiento celular. Se ha encontrado que existe una subpoblacién de
monocitos de sangre que secretan IL-1 de manera constitutiva (94) y Koretzky
8t al (95) encuentran lo mismo para macréfagos alveolares. Si esto fuera asl
para los macréfagos del calostro, 1a cantidad de IL-1a en el sobrenadants del
mismo serfa elevada. Sin embargo, en cinco de seis puérperas, la cantidad de
IL-1« medida en el sobrenadante det calostro es Incluso menor a la cantidad
liberada por los macréfagos en condicién basal, lo cual sugiere que la idea dal

agoetamiento celular es poco probable.
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b) Podrian existir factores inhibitorios del macréfago en el calostro. Se sabe que
por sjemplo las prostaglandinas Inhiben la produccién de IL-1. Subiza et &/
Inhibieron la sintesis de prostaglandinas por medio de indomatacina, y no
observaron diferencia en la produccién de IL-1 por los macréfagos del calostro.
Sin embargo, es impontante sefalar que Ogra (85), encuentra qus calostro libre
da odlulas inhiba la respussta de infocites da sangre periférica y de calostro a
fitohemaglutinina (PHA), la cual suglere la existencia de un inhibidor de c8lulas
T en el calostro y [a leche. Por lo tanto, no se puede descartar completaments
la idea de un (o unos) factor(es) soluble(s) Inhibidor(es) de macréfagos
presente(s) en el calostra. Se ha encontrado que anticuerpos anti-la inhiben la
sacracién espontinea de IL-1 por macréfagos alveolares de ratas tratadas con
sfica (96), por o que serfa interesante buscar la presencia de dichas
anticuerpos en el calostro, ' .
Por otro lado, el hecho de que encontramos una relacién negativa entre
la concentracién de macréfagos/ml en el catostro de cada mujer puérpera y la
produccion de IL-12 en cualquiera de las tres condiciones, podra sugerir algin
mecanismo regulatorio denso-dependiente. Podrfa tratarsa de alguna sustancia
inhibitoria da macréfagos, producida por los mismos de manera proporcional a

su densidad. .

c) El hecho de que sean células diferenciadas podria también explicar la
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deficiencia en la produccitn de IL-1. Se ha sugerido que esta deficiencia pueda
ser comin a todos los macréfagos tisulares. El (nico otro macrdfago de
hurmano en el que s6 ha estudiado produccidn de IL-1 es el macréfago alveolar.
En un estudio hecho por Wewers et a/ (97, se encontré que el macrdfago
alveolar de humano es 1,000 veces menos sensible al LPS que el monacito de
sangre, y que, aunque capaz de liberar IL-1, lo hace en menor cantidad rue los
monocitos. Por otro lado, un trabajo realizado por Koretzky et a/ (85) reporta la
liberacion constitutiva de IL-1 por macr&fagos alveolares, lo cual no sucede con
los macréfagos del calostro. Por lo tanto, no se puede asegurar que la menor
produccidén de IL-1 sea una caracteristica comln a todos los macréfagos

tisulares,

d) Por tltimo, la menor produccién de IL-1 podria ser una caracteristica propia
de los macréfagos de calostro. La siguiente pregunta serla entonces por qué
los macrdfagos de calostro estén "programados" para producir cantidades tan
bajas de IL-1?7 Hay que recordar que la IL-1 es una interleuquina responsable
de generar una gran variedad de efectos como fiebre e inflamacién, por lo que
la capacidad limitada de produccién de IL-1 por los macréfagos del calostro
podrfa reflejar un papel de proteccion hacia el neonato, Es decir, si los
macréfagos del calostro produjeran las cantidades de IL-1 que producen los
monocitos de sangre periférica, quizds podrlan suscitar en el neonato toda una

serie de reacciones fisiolégicas (fiebre, inflamacidn, etc.) no deseadas. De hecho,
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una de las caracterfsticas protectoras de la lecha humana es la de prevenir
respuestas inflamatorias que puedan dafar el tejido blanco del neonato (86).
Esta posible accién anti-inflamatoria de la leche humana es apoyada por la
escasez de mediadores de inflamacién y la abundancia de agentes antifiogisticos
en la misma (98). Por ejemplo, no hay IgE, basdfilos, células cebadas y
sosinéfilos (todos ellos implicados en reacciones de hipersensibilidad) en la
leche humana, mientras que si hay antiproteasas, antioxidantes, enzimas que
degradan mediadores inflamatorios e inhibidores de leucocitos, Se ha
encontrado que en el intestino delgado la IL-1 estimula fiberacién de PGE2 por
parte del subepitelio intestinal, elevacién en el AMPc, secrecidn de agua y
electrolitos, y que niveles altos de esta citocina en el intestino est4 asociada a

procesos inflamatorios, de diarrea y de degeneracién tisular (99).

Por otro lado, aproximadamente el 50% de cepas de £ cofi que causan
infecclones extraintestinales, produce una de las toxinas bacterianas mas
frecuentemente encontrada en humanos, lamada la hemclisina (100). Se ha
observado que dicha toxina no sélo tiene efecto ciiocida sobre células
monociticas, sino que, a dosis bajas, es capaz de inducir una liberacién rdpida
de grandes cantidades de iL-1 por parte de los mismos (101). Debido a que
E coli es una bacteria comunmente encontrada en el intestino tanto en neonatos
como adultos, el hecho de que los macréfagos del calostro estén inhibidos en
su produccién y liberacion de IL-1 puede también representar un mecanismo de

57



defensa contra el efecto de ia hemolisina producida por las cepas patégenas de

E coli.

. Finalmente, es interesante el hecho de que los macrélagos de calostro
sometidos al sllice, cuyo efecto podria ser comparable al de los jugos gastricos
del neonato, no hayan liberado la iL-1a intracelular, a diferencia de lo que pasa

_ con los monocitos de sangre. Esta probable “resistencia® al dafio celular
provocado por el slice por parte del macréfago det calostro, podria reflefar otro
mecanismo ds profecoidss comtra inflamacitn en of neonato. Esto de nuevo
suglere que los macréfagos del calostro poseen caracteristicas Unicas, diferentes
a los demés macrdfagos tisulares, Esto no serfa raro, puss es un hecho
aceptado el que existen pequenas diferencias morfolégicas y funcionales entre

macréfagos segiin su localizacién y funcién (102).

A pesar de la marcada disminucién en su capacidad de producir IL-1a,
existe la posibillidad de que las cantidades de IL-1 producidas por los
macrotagos del calostro sean suficlentes para ayudar a estimular los macréfagos
y linfocitos presentes en el subepitelio intestinal del neonato, sin generar
respussta a nivel fisiolégico; sobretodo si consideramos que la -1 membranal
(de la cual practicamertte toda es IL-14) es I3 responsable de 1a activacién de
células T por medio de la interaccién celular entre éstas y los macréfagos.

0 blen, podrfa ser que sencillaments [a produccién de IL-1 no es una
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funcién de los macréfagos del calostro. Ef hecho de que se ha encontrado IL-
ta & IL-18 en liquido amnibtico (103}, asl como produccion de IL-1« @ IL-18 por
monocitos del corddn umbilical en cantidades comparables a la de los
monocitos de adulto (104,105), sugiere que desde el estado fetal ya hay
produccién de dicha interleuquina y que por lo tanto no es necesaria su
transmisién pasiva por los macréfagos de! calostro. Otras moléculas como el
TNFa, con funciones similares en la activacién do la respuesta inmune pero sin
efectos a nivel fisiolégico, podrfan ser producidas por los macréfagos del
calostro. De hecho, en este estudio también se midi6é produccién y liberacién de
TNFa en tres casos, mediante un ELISA (Biokine). Los resultados, aunque poco
significativos por el tamario de la muestra, parecen indicar que, efactivamente,
en los macréfagos del calostro estimulados con LPS o sflice las cantidades de
TNF. liberado e intracelular tienden a ser mayores que ias de IL-1a, ¥ que los
macréfagos del calostro incluso tienen méas TNF. intracelular que los monocitos

de sangre en las tres condiciones.

Se sabe poco sobre el destino in vivo de los componentes inmunolégicos
de la leche humana, sobretodo con respecto a la parte calular, pero
independientemente de su funcién en cuanto a la aportacién de IL-1, es muy
probable que los macréfagos de calostro estén cumpliendo con otras funcionas
importantes en la maduracién del sistema inmune gastrointestinal det recién

nacido. El hecho de que el necnato posea un sistema inmune inmaduro esta
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apoyado por varios trabajos. Los monocitos de los neonatas posesn menor
capacidad fagocftica (106), actividad quimiotéctica (107) y actividad microbicida
(108,109) que en los adultes. As/ mismo, se ha visto que el neonato no pusde
producir ¥ mandar nimeros adecuados de fagocitos a los sitios de infeccin
(110). Por lo tanto, a partir del hecho ds que el macréfago del calostro es
estable en el ambiente géstrico y que puede penetrar fa mucosa intestinal del
neonato {111), éste podrfa estar compensando dichas deficiencias hasta que el
sistema inmune gastrointestinal del neonato madure.

Finalmente, estd comprobada {a idea de que fos linfocitos B y T del
calostro y la feche, que van a dar al tracto gastrointestinal del neonato,
provienen de las placas de Peyer del intestino de fa madre (77), lo cual
explicarfa que la especificidad antigénica de la sigA de fa feche esté en gran
parte dirigida contra antigenos microbianos presentes en &l tracto gastrointestinal
de la madre. Se ha sugerido inciuso la transferencia de inmunidad celular de la
madre al neonato, via linfocitos T del calostro y lecha (111,112), aunque todavia
no esta totalmente comprobado quae dichas células sean abserbidas intactas por
el neonate. Podrla especularse que, de manera parecida, los macréfagos de
la leche provienen de las placas de Peyer del intestino de la madre, y que al
llegar al intestino def neonato, ademis de flevar a cabo las funciones ya
mengcionadas en el intestino del neonato, pudisran transferirle informacién sobre

la flora gastrointestinal.



VI. CONCLUSION

En comparacién con los monocitos de sangre, que responden a los
estimulos de LPS y sflice con un aumento marcado en la produccién total de IL-
14, los macréfagos del calostrc producen IL-1a en cantidades mucho menores

ry poseen una marcada incapacidad para aumentar fa produccién de la misma
en respuesta a los mismos estimulos. Es muy posible que esta deficiencia se
deba, més que a factores inhibidores en el calostro o a que son macréfagos
diferenciados, a que es una forma de proteger al neonato de los efectos
fislolégicos (fiebre e inflamacién) causados por altas cantidades de IL-1. Esto
es apoyado por el hecho de que la transmisién pasiva de inmunidad via calostro
y leche es un mecanismo preciso y programado, y que varfa de una especie a
otra. Se sabe que por ejemplo la cantidad y tipo de inmunoglobulinas secretada
por la glndula mamaria varfa a lo largo de la lactancia y que es inversamente
proporcional a la cantidad y tfipo de inmunoglobulinas en el neonato, y
directamente proporcional a la capacidad de absorcién de las mismas por e!
intestino del reclén nacido. Esta extraordinaria coordinacidn entre lo aportado
por la madre y lo requerido por el neonato, por lo tanto, parece ser extensiva

a otros productos de sacracién de la gléndula mamaria como por ejemplo la IL-
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Las bajas cantidades de IL-1« producidas por los macréfagos podrian ser
suficientes para estimular de manera directa a los linfocitos T del subepitelio
intestinal del neonato sin causar fiebre, inflamacién o diarrea. O bien, podria ser
que el neonato no requiera de la transmisidn pasiva de IL-1 por los macréfagos
del calostro. Independientemente de su produccidn de iL-1, los macréfagos del
calostro, junto con todos los demas componentes inmunolégicos de la leche,
parecen tener una funcién muy importante en la transmisién pasiva do

inmunidad y en la maduracién del sistema inmune del neonato.
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