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UallDll 

Actualaente se sabe que la Interlaucina l (lL-1) es una 
11<>l•cula que interviene en a~ltipl•• procesos biológicos qua 
!oraa.n parte de los mecanismos de adaptación del individuo 
a cond.iciones de •stress•; se sabe también que sola, o en 
combinación con otros factores de creci.aiento 
heaatopoyético, induce la proliferación y diferenciación de 
c•lulas precursora• heaatopoyétieaa. 

Tomando e.n cuenta la iaportancia que tienen los receptores 
Fe (FcR) en célula• aieloides para la defensa del 
organismo contra a9entes infeccioaos, en este trabajo se 
procedió a determinar el posible papel inductor de IL-1 de 
las dos formas hasta. ahora descrita• (alfa y beta), en la 
e~-presión de receptores Fe en sacrófagos y granuloeitos 
norma.lea de la cavidad peritoneal de ratón a través de la 
técnica de formación de rosetas con eritrocitos activados 
con anticuerpoa. 

Los resultados obtenidos dellUestran que tanto IL-1 alta 
co=o IL-1 beta inducen la expresión de Fc:R en aacrótaqoa 
residentes, pero no en granulocitos: ade?:1;As se aportan 
evidencias de que estos receptores son de tipo I y II. Por 
otro lado, tomando en consideración que Interferon qa.aa (IFNY 
l ha sido descrito como inductor de FcR en este tipo de 
células, se procedió a evaluar si aiabos tipos de. factores 
compart1an el uismo meoa.ni1D10 de inducción. Hue•tros 
resultados indican que probablemente el aecanisao da 
inducción de IL-1 e INF'I sean diferentes pues lHFY aólo 
indujo receptores Fe del tipo I en los aacró!a9os y 
9ranulocitos. Además se e:ullina la posibilidad de que el 
Inductor da Receptores Fe producido por celulas .,,,crot•qiC<l&, 
descrito anterior:ente (FcRI), e IL-1 sean la misaa •olécula 
ya que se obtuvo que el medio condicionado de aacrófagos que 
contiene FcRI es inhibido por el anticuerpo anti-IL-l. 

Finalmente, se discute la posible utilización de IL-1 
como un aqente profiláctico para individuos con alto riesgo 
de infeccci6n, asi coi:o terapéutico en probleaas de 
inmunodepresión, ya que su capacidad de inducir receptores 
para Fe proporciona a los leucocitos, enearqa.dos de la 
defensa inmune contra cuerpo• extraños, la capacidad. de 
fagocitarlos y destruirlos. 

l 



La producción de células aanqutneaa qua ae lleva a cabo en 

la •~ula ósea t1 trav'• del proceac de heaatcpoyaaia ea 

requlada por un qrupo de !actores de creciJliento 

hematopoyetico conocidos come Factores Estimuladores de 

Colonias (CSFs, del inqlés Colony Stiwulatinq Factora), qua 

1ntervienen en loa procesos de proliferación y di~erenciación 

de las células aieloid•• (1). 

Dentro del qrupo de células aangui.nea.s, loa nacrófagos y 

granulocitos se constituyen como tipos celulares muy 

importantes ya que a través de sua capacidades !agoc1ticaa 

participan de m.anera relevante en loa .. e.animaos de dere.naa 

del orqanismo (2). Para qua estos tipos celulara. lleven a 

cabo adecuadamente sua funciones ea necesario qua ae 

encuentren diferenciados y caracter1atica de 

diferenciación muy iaportante en éatoa, - la .xpreaión ~ 

receptores para la fracción cristalizable de las 

inmunoqlobulinas (FcR), los cuales se encuentran involucrados 

an los procesos de eliminación de agentes extraños o 

patógenas ( J ) • 

A pesar de que durante alqtl.n tiempo se pensó que los CSFs 

eran los Unicos responsables de inducir las propiedades da 

diferenciación que caracterizan a una célula .adura, 

recientemente se han descrito •oléculas diferentes a loa CSFa 

que inducen la diferenciación de c<!lulas mieloidea; entre 
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estas moléculas se encuentran el Factor de craciaiento 

Trans!ontante, el Interferon gama y el Inductor de Receptora• 

Fe (4-6), que comparte caracteristicas •UY aiailares con 

Interleucina l. 

El presente trabajo se llev6 a cabo con la finalidad da 

deterainar el papel da Interleucina 1 en la inducción a la 

expresión de FcR. en macrótagos y qranulocitos de la cavidad 

peritoneal de ratón. 
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La sanqre es un tejido conatituido por liquido y ele11entos 

fonies; el liquido es el ple...., sanquineo y loa elementos 

fot'lles la• células sanquineaa (7). 

Entre lo• componentes celulares de la aanqre se incluyen 

distintos tipo• celulare• eapeeializadoa C080 loa eritrocito• 

o qlóbuloa rojos, relacionados con el transporte de oxigeno: 

las plaquetas, involucradas en loa procesos de coaqulación y 

los leucocitos o glóbulos blancos (linfocito•, 

granulocitos, monocitos y 11acrófagos) qua intervienen e.n las 

respuestas inmunes e inflaaatorias (8,9). 

Debido a que la :aayoria de la• celulas aanquineas 

tienen un promedio de vida muy corto, los diferentes tipo• 

de células :iaduras que aparecen en la corriente sa.nquinea 

son producidas de :manera continua e.n la ~ula óaaa a 

través del proceso conocido como he:iatopoyesia (10). Este 

proceso es gobernado por una compleja red de factores 

requladores y múltiples interacciones celulares que per=iten 

mantener una elevada tasa generacional de células aaduraa 

as1 co:o la adaptación de la producción de células 

sanguineas a las necesidades del organismo: por ejeaplo, 

auaientar la producción de qranuloeitos durante una infección 

(11). 



FIGURA 1 

DIAGRAMA GENERAL DEL PROCESO HEMATOPOYETICO 
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En relación al oriqen de las célula• aanquineas, se ha 

demostrado la existencia de una célula precursora comUn 

para todos los tipos celulares sanquineos; esta célula, que 

tiene una gran capacidad de autorrenovación se conoce como 

célula tallo pluripotencial (12). Estas células progenitoras 

fueron identificadas por pri?:iera vez en experimentos 

de reconstitución, donde se transplantaban ctHulas 

nonMles de médula ósea a ratones letalmente irradiados, en 

los que después de s o 9 dias se observaba la fori:tacion in 

vivo de colonias en el bazo. A la población de células 

tallo pluripotenciales, responsables de la forcación de 

estas colonias se les llamó operacionalmente Unidades 

Formadoras de Colonias de Bazo (CFO-S, del inglés Colon}7 

Forming Unit-Spleen) (13). 

A partir de las CFU-S se originan las células tallo 

multipotenciales o Unidades Fo~adoras de Colonias Mixtas 

(CFU-mix, del inglés Colony Fon:inq Uni ts Mixed) las que 

al proliferar y dependiendo de las condiciones de 

cultivo dar.in origen a los precursores de los distintoa 

tipos celulares sanquineos. Cabe señalar que a medida que 

una célula precursora se diferencia, ésta se ve disminuida 

en su capacidad prolit .. rativa (H). En la figura l sa 

esquer.atiza un diagrama general de la hematopoyesis. 

Actualinente se sabe que lo• proceso• de 

ll!UltiplicaciOn y diferenciación d• las célula• sanguineu 

requieren de mecanismo• 

equilibrio entre el número 

requladores que aantenqan •l 

de c6lulas indiferenciadas y •l 
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de célulaa •aduras (1). 

Una parte de estos mecanis~os reguladores está dada 

por los factores de crecimiento heaatopoyético (15), que son 

producidos tanto por células mieloides como no mieloides 

(16). Otros mecaniswos reguladores están representados por 

eventos bioquimicos y 1:1oleculares intracelulares y factores 

ek-ternos como las interacciones célula-célula, cowponentes 

de la matriz extracelular y señales fisicoquimicas humorales 

{17). Entre los factores de crecimiento se encuentra una 

fa10ilia de 

Estimuladores 

Stimulating 

glicoproteinas 

de Colonias 

Factors). Entre 

conocidas como 

(CSF&, 

estos, 

del inglés, 

los cuatro 

Factores 

colony 

mejor 

caracterizados son el Factor Estimulador de Colonias de 

Granulocitos (G-CSF, del inqlés Granulocyte-Colony 

Stimulatinq Factor) y el Factor Estimulador de Colonias de 

Macrófagos (M-CSF, del inglés Macrophage-Colony Stiaulating 

Factor); relativai:iente especificos para los precursores de 

los linajes qranulocitico y monoeitico respectiv~nte; el 

Factor Estii:iulador de Colonias de Granulocitos y Macrófagos 

(GM-CSF, del inglés Granulocyte-Macrophage-Colony Stimulating 

Factor) y la Interleucina (IL-3), los cuales actuan 

sobre células precursoras que dan origen a granulocitos, 

m-onoeitos, eosinófilos, megacariocitos, basó filos y 

eritrocitos, bajo las condiciones de CJltivo adecuadas 

(18,.19). AdemAs de estos factores, se encuentra la 

Eritropoyetina (EPO), que regula la producción de eritrocitos 

(20). 
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RecientiU1ente se ha deaostrado que otros factores 

taablén son capacea de actuar sobre precursores 

h"""'topoyéticos por eje:plo, Interleucina l (IL-1) que act~a 

ainerg:i•tlcamente con alqunoa 

pr-oliteración de células tallo 

CSFs par-a estimular 

•ultipotenciales (21). 

la 

De 

la mi&laa toriaa, se ha delllostrado que Xnterleucina 4 (IL-

4) junto con diferente& CSFs puede aUJDentar o disainuir 

la formación de. colonia• por parta de c4lulas progenitoras 

(22). Por otro lado, Interleucina 6 (IL-6) puede aejorar la 

proliferación de precursores depandientes de IL-J (23) y 

!inalcente, se ha reportado que Interleucina 5 (IL-5) actüa 

como un esti::zulador especifico de la foraación de colonias 

de eoainó!ilos (24). En la figura 2 se esqu&Aati:a el nivel 

al que actüa.n eStos factores duranta el desarrollo de las 

células aieloides. 

ncaonooa 

La reacción a c.Alnbios en el balance hoaeostAtico 

inducidos por una infección es caracterizada por una serie 

de eventos muy complejos, pero cuidadosair.e.nte 

orquestados. Las células involucradas e.n este proceso se 

comunican entre ellas y/o con al a.=bie.nte celular por :edio 

de redes :iul tidireccionales de señales biológicas 

(interacciones celula-célula, producción de ~odificadores 

'biológicos), que i'nducen, aaplifican o supri:=en respuesta• 
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Figura 2. Regulaciá1 del desarmllo de células mieloides por fact:on?s 
de cra::.imiento ~- (ll.), InterleucinaJ (CfU), 
llúdad -a da eolaUAs; (~), """3a<'aricritos; (El , 
Eritn:citos; (PICI, Prar.ielocito; (l«Nll, M:n:i>lasto; 
(GIWIJ, Granulocito; (llAC), Macrófago. 
'1'aM<b de: Gobrilow JL, 1989. (Ref.136) 
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particulare•. Entre las células involucradas en este proceso, 

se encuentra una célula =uy importante: el macrófaqo, que 

junto con los monocitos circulante•, forman el siateaa 

fagocitico mononuclear, que es considerado como uno de los 

sistemas faqociticos celulares ús illlport.antes del 

orqanismo (25,26). 

Filoqenéticamente, los fagocitos J:Jononucleares son 

calulas muy primitivas, ya que células hoQólogas a éstas 

pueden encontrarse en forma.a de vida muy primitivas y un 

simple protozoario como una amiba, tiene una qran 

•i•ilitud con el aacrófago de un 1:1acifero (26). 

Ontogénicamente el r.acrófago tiene su origen en los 

islote• 5anc;uineos del saco vitelino durante la etapa 

embrionaria (10), pe.ro h.ay evidencias de que en adultos, 

los macrófagoa y también los qranulocitos se derivan de una 

célula progenitora comun en la médula ósea (27). Este 

precursor com'lin (identificado in vitre Unicamente) es 

conocido como unidad Formadora de Colonias de 

Granulocitos y Kacrófagos (GM-CFU, del inglés Granulocyta 

Kacrophage-Cclony Fonoing Unit) debido a su capacidad para 

originar colonias da :aacrótaqos y granulocitos en cultivos 

de médula ósea (28). A partir de la GM-CFU, los fagocitoa 

mononucleares forman una linea celular que •e inicia con el 

monoblaato; en ratón, la duración del ciclo celular del 

mcnoblasto es de casi 12 h y esta célula, por división, 

da oriqen a dos promonocitos, lo• cuales son lo• priaaro• 

precursores de lo• fagocitos aononuclearea morfolóqica-nta 
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idantitic:al>lea (27,29). 

El proaonocito es una célula de apro:icimada.J:1.ente 10 a 

18 µ de diámetro, tiene un aparato de Golqi bien 

desarrollado y contiene qránulo11 de peroxidasa: 

presenta una capacidad faqocitica poco desarrollada y 

pocos receptores para la porción Fe de las irununoqlobulinas 

G, esta célula también se divide una vez (con un ciclo 

celular de 16 h) y origina a dos JK>nocitoa (27,29). 

El monocito maduro tiene un ditl!etro aproxim.ado de 12 a 

20 µ y presenta generalmente un nll:cleo ovalado o en forma 

de herradura; el nucléolo no se observa y la croaatina. 

no está lllUY condensada; el citopla-.a es qrisácao o 

azulado y ocasionalmente presenta va.cuelas con qránuloa 

de peroxidasa (30). Hasta este JDOmento, desde el 

monoblasto hasta el 1:1.onoci to, se han formado cuatro tipos 

·celulares diferentes; sin embargo, en la •édula ósea ya no 

se llevan a cabo más divisiones de este tipo y loa 

monocitos abandonan al azar la médula ósea, para diriqirae a 

sangre periférica, dentro de las 24 h después de que han 

sido formados (31). 

Los monocitos permanecen en circulación durante un 

tiempo aproximado de 17 h y después dejan este coapartimiento 

para llegar finalmente a los tejidos donde .adurar~n hacia 

macró!a9os (31). 

Los macrófagoa representan el estado final de maduración 

de los monocitoa (32). Estas células tienen un diáJletro de 20 

a 80 µ y se caracterizan por poseer un núcleo vesicular 
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grande con >rjltiples nucléolos; el citopla•,.,. es abundante y 

con gran cantidad de qrAnulos, poseen también aitocond.rias 

grandes y vacuolas diqestivas que contienen materia.lea 

~uy diversos (33,34). La fiqura J aueatra una representación 

esquemAtica del desarrollo de los macró!agos. 

Desde el punto de vista runcional, las ac~ividada& de loa 

~aqocitos mononucleares se centran en 5 4reas principales: 

1) Participan en la defensa del organismo contra 

microorganismos. Estas celulas no sólo act~an como 

iniciadores de la inmunidad especifica (mediada por 

anticuerpos), y la inmunidad inespecitica (independiente de 

a~ticuerpo•), •ino que taabién como células efectoras en 

la eliminación de agentes patógenos una vez que se ha 

establecido al proceso inmunológico (25). 

Lila reacciones ci totóxicas de los macrófaqos son 

nWDeroaas y entre loa efectoras ci totóxicos a través de loa 

cuales llevan a cabo esta.a reaccione• se incluyen las enzimas 

liaoaomales y una amplia variedad de productos tóxicos 

aecretados al medio extracelular co•o proteasas, especies 

r•activaa 'de oxiqeno, prostaqlandinaa, peroxidaaa y 

tactorea del aiatema del c010plamento (35). 

2) Son lo• principales elez:ne.ntoa celulares involucrado• 

en la eliminación de células da~adas, ae.nescentes o •uertaa1 

metabolizan ademAa re•toa orqAnicos y aliainan aatarialea 

inorq!nicoa (26). 
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Figura J. ~iá\ ~tic.a dcl origen, desarrollo y desti~ de los f~tas -=:n:n.E"leara. 109 
~itos ae criq:inan en la llédil.a 69ea a partir de células precursoras (mn::illasto& y prcmnx:itm), die 
atú pasan a san.;re periférica ~ cL""C'Ul..an hasta C1Je 11.eqa."'l a lo6 tejitbs y ge catViert.en en -=rófa)m 
las cuales~ -=cir a.."'l..i'. (+) o migrar a los ~ linfát.ieo&, espacios aérea;, otro& t:ejict:& o Sll'llJA 
periférica. 
~ '2i Van PUrth R and Sluit.er W, 1985. (Ref.137) 
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Sl Participan an intera=ion.,. celular"" bictireccio114les con 

109 lintocltos, los cuales son !•portantes en las funciones 

inaunea hwooralea y celulares (36). 

4) Producan .ateriales bioactivoa i.Joportantas en la 

regulación de otras funcionas calularas; entre estos 

factores 

factores 

•• incluyen Factores 

del coeple.3lento, 

linfocitos y prostaglandinas (35). 

Eati.uladorea de COlonias, 

factores activadores de 

SI Son ta:mbi•n t.;>ortantes .,,, el control de neoplasia•, pues 

?Ueden activarse y hacerse ci totóx.ic.ss contra c•lulas 

tmooralea (3 7 J • 

La habilidad de los l>Acré!aqoa para participar en aataa 

funciones no es constitutiva sino que .. adquiere en 

respuesta a ••~ales extracelularea; e.ate proce.ao da 

de.sarrollo se conoce como activación y ae define ccao la 

adqui•ici6n de la capacidad J>Ar& llevar a cabo tuncionaa 

citoliticas. Oe manera general, la activación da loa 

,.,.cr6!agos produce un a~to o diiminución de las 

capacidades bioquillicas y !iaiolóqicas requeridas para la 

ejecución de ciertas tunciones en ¡>Articular (38). Da .ata 

foraa, durante la respuesta imaune. loa .acrótaqoa au..tren 

un ai:1plio r"'ngo de callbios entre lo• qu• se incluye nivelu 

altos de ciertos componentes de la -.brana celular coao 

receptores ¡>ara la fracción cristalizable da las 

inaunoqlobulinas (FcR, del ingles Fe iteceptor) y •U9allto en 

la capacidad !aqoci ti ca, de adherencia y an la aecrec:ión da 

enzi..&a (32,34). 



CIUJltlUlCn'Ca 

Loa granulocitos o célula• poliJIOrfonucleares, considerados 

como el segundo sisteaa fagocitico celular del orqanis»o, .. 

originan al igual que los aacrófagos, da la QlUla 

precursora GM-CFU (28). Los •ieloblastos, considerados 

las c6lula• ll>A• priaitivaa del linaje granulocitico se 

derivan de la CM-ero. Esta. célltlas se caracterizan por 

poseer un ndcl•o redondo o ligeruae.nte ovalado con uno o 

Na nucléolos y de ~o qrand.e en ralación con al 

citoplasma. Este \ll.ti•o se ti6e de color intenso y 

no presenta inclusiones citoplas&!ticaa (39). A partir 

de los mieloblastoa •• originan los proaielocitoa, células 

:-elativA111ente grandes (15 ¡¡\ con Ul'I nilcleo •uy aisila.r al 

de loa 11ielobl8.atos pero reconocidas por sua 

pro•inentes granulos citoplas.iUticos (gr&nulos azur6filoa) 

que contienen peroxidasa y que .. tiñan de un color •orado 

intenso (40). 

Confor111e estas células •aduran y dan origen a loa 

•ielocitoa, laa granulaciones pierden aus propiedades 

a%urofilicas, se hacen neutrofilicas y son teftidaa tanto por 

colorantes ácido• como b.6.aicos. Estas qranulacionea son 

especificas para neutr6filos y persita., distinquir a listos 

de otros granulocitos (eosinófilos y bas6filos) que ae 

caracterizan por sus propios granulo• (41). 

Posteriormente, los •i•locitoa originan a los 

11et.aaieloeitos, considerados co•o los precursor .. 

in.adiatos de los qranulocitos maduros. Los aetamielocito• 
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•on células que ya no se dividen y que son fácilmente 

reconocibles por su nU.cleo indentado o en toraa de 

herradura y sus mUltiples gr4nuloa neutrofilicos. Finalaente, 

la !otlna madura tipica, que es precedida por una célula con 

n~cleo en toraa de banda, presenta un nUcleo multilobulado y 

denso y un citoplasma pálido con finos qrAnulos violeta• 

(38). En la figura' se esquematiza el 

desarrollo de las células qranulociticas. 

cuanto a su funcionalidad, el papel principal 

da los qranulocitoa es la localización y eliminación do 

microorqanis~os. Para ello, el granulocito, primero debe 

alcanzar el •itio de la infección (a través de quimiotáxis), 

deapu•• inqerir al microorqanismo (fagocitosis) y finalmente, 

eliainarlo o evitar eu replicación (muerte del 

microorganismo). 

t. taqocito•h, qu• •e ilustra en la figura s, es el 

procaao de inqeatión de una particula por una célula. 

Durante ••t• procaao, el 9ranulocito hace contacto con la 

partícula, aate contacto puede ser mediado a traváa de 

receptora• Fe de la -llllrana del qranulocito que reconocen 

la• inmunoqlobulina• que cubren a la particula; despuás 

invaqina 

de 

esto, la superficie d• la •eabrana ae y 

enqloba a la particula formando una vacuola a la cual •• 

fusionan diversos grAnuloa de la célula, 

contenidos enzimáticos y dastruyen a 

deacarqe.n aua 

la particula. 

Finalmente la• enzi""'• diqieren a la perticula dentro de la 

célula (43). 



Fiq.r.a (. ~-~=ér. .r. hs t.""~ de ~a:ién ~ 1M- c-élWas qr:wa:.1criur.as. 
~ &!-: 0-i.ne M.!, 1975 (fief.l9) 
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Figura S. ~ta::.iln del proceso f"91XÍtioo. lha partícula ~:z:ada, par 
ejmplo u:>a bacteria (B), es reoonoc:ida por los ~ Fe de la aetbrana 
oeluJ.ar ctel granul.Dcito. Past.eriaclmte, la oélula invagina su -.rana y la 
partícuLa es mglcb>do en una vocuola faqac:kica. Alguoos gránulos {G) de la 
oélula se fusi<n>n ccn la vacuolA y ~ sus cantenilbs. l"ina.laz:nte la 
partícula es ......n:.a y digerida. 
'l'C.-D de: Cllre KJ, 1975 (Ref. 43) 
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IJITSaIJlllC?n 1 

Ea conocido que los 1D0nocitos y ""'crótaqos jueqan 

P4P"'l•• •uy importantes en la regulación de diferentes 

funciones celulares debido .a que producen y liberan una 

qra.n cantidad de productos cuando son esti::mulados por 

sustancias colllO los lipopolisacáridos. l:ntre los 

productos secretados por los aacrófagos se encuentran los 

cozponentea del sistema del coaple.aanto, factores de. 

ccaqulación, •'lltiples enzill.as, inhibidores de enzi.as y 

citocinas, proteinas de la aat~iz extracelular, hor:monaa, 

c~puestos reactivos de oxiqeno y nitrógeno y alqunaa 

citocinaa muy importantes <••>·Tabla l. 

Las citocinas son trans.11isores de las cOZJ.unicaciones 

célula-célula en· ~ucho• procesos tisiolóqicos y de becbo "" 

ha sugerido que estas proteina.a plurifuncionales act\l.an 

coDO ?:lédiadores y moduladores de procesos biolóqicos 

esenciales, principal:Dente aquellos relacionados con el 

creci:iento y la diferenciación celular (45). Una de estas 

citocinas es Interleucina l {IL-1). 

La iden't.idad •real" de I:L-l ha sido un tesa 

controversial durante :muchos años y debido a esto, se b.an 

atribuido actividades biológicas parecidas a las de IL-1 a 

diferentes ~oléculas derivadas de una gran cantidad de tipos 

celulares ( '6) • 

Los primeros estudios sobre IL-l datan de 1953 cuando, 

Bennet y !lesson (47) describieron un •aterial piroqénico 

prod:ucído por leucocitos activados que llamaren Pir6geno 
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TABLA l 

PRODUCTOS SECl<ETADOS POR llACROFAGOS 

BORMOHAS POLIPEPTIDICAS 

Interleucina l, Pactor de Necrosis Tl..u::lorAl, tnterfcrón alfa, Factor 
de Crecimiento Derivado de Plaquetas, Factor de Crecimiento de Fí­
broblastos, factores actívadores de fibroblastos, Factor de Creci­
miento Transformantc, Timosina, Eritropoyetina, ~actores Esti•ulado 
res de Colonias de Granulocitos y Macrófagos, Factor Activador de Ia 
monocitopoyesis, Seta-endorfina, Hormona Adrenocorticotropica, Fac­
tor Activador de Neutrófílos. 

COMPONENTES DEL COMPLEMENTO 

Coc:ponentcs Cl, C~, C2, CJ, CS de la ruta clásica; Factor 8, factor 
D y prope.rdina de la ruta alternativa; inactivador del componente C3 

FACTOR.ES DE COAGULACION 

Protrombina, Factores IX, X, V y VII, Protr!X:binasa. Activador plas­
minóqeno y su inhibidor, inhibidores de la plascina 

ENZlMIS 

14Últipl"8 proteas.as, l.ip.ls.s.s, em.inias li90SCD.>.lcs e didrolasas así caao sus inhi­
bidores. 

PICTE!N.\S !E LA Wlrn.U. ~ 

Fibn:nectina, prote!nas de enlace, prot.O:lgliear<>s. 

CLIG:FEP!llC6 BIOllC'!'I".t6 

Glutatiá> 

LIPI!XlS BI~ 

Pra;taglNld!nas. t:ralb:D:anos. 

B:'RO!Wl ESTl:Xll:S 

P!IUNl\S 

Tenada de: NMhan CF, 1987 ( llef. 44 l 
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Endógeno (EP,del inqlés Endoqenous Pyroqan). Ká• tarde, en 

1972, Gery y Waksnan (48) describieron una mol•cula, 

producida por macrófagos peritonealea de ratón, qua aumentaba 

la proliferación de timocitos en respuesta a doai• 

subóptimas de 11itógenoa co:ilo la concanavalina A y la 

Fitohemaglutinina, ellos lla~aron 

Activador de Linfocitos (LAF, 

Activatinq Factor). 

a esta molécula Factor 

del inqlés Ly.phocyte 

En 1974 el qrupo de Kurphy (49), llevando a cabo la 

caractarización del EP, demostró que esta molécula tenia un 

paso molecular de 14 a l7 kilodal tones (kO) . Al mis1:10 

tiempo, Dina.rallo y su qrupo deacribieron 2 formas de EP 

producidas por monocitos humanos, una con un punto 

isoal•ctrico (pI) d• 5 y la otra de 7 (50). 

De ••ta 11anera, IL-1 ha sido referida en la literatura 

por difarentea nombres, los cuales describen diferentes 

actividades de esta proteina; algunos sinónicos de IL-

l inclu)•en: Pirógeno Leucocitico, Mediador Endógeno 

Leucocitico, 

llitoq•nica, 

Factor de Proli!eración de Ti•ocitos, 

Factor Reemplazante de células 

Proteina 

T, Factor 

Activador de células B, Factor Diferenciador de c'lulas B, 

Factor de células Mononucleares, Factor Activador de 

Osteoclaeto• y Factor Inductor de la ProteOliais de Mdaculo; 

ain a:barqo, en 1979, loa in.un6loqoa decidieron nollbrar a 

todo• estos factorea, en base a sua aiailitude& biológica• y 

bioqui•icaa, IL-l (51). 
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A pesar del avance de los estudios anteriores, las 

controversias sobre IL-1 coaenzaron a resolverse por completo 

cuando en 1984, Lomedico et al (52); describieron, en la 

linea celular 11urina de tipo aacrof&gico P3880. l, la 

clonación da un tipo de IL-1 de pt: de s: poco después, 

Auron et al (53) aislaron, en monocitoa de san9re periférica 

huaa.na, el ONA complaaentario que codificaba para el 

precursor de IL-1, este precursor de 31 aainoácidoa, 

incluia los aminoacidos contenido• en la IL-1 d• 17 lcD y pl 

de 7. Posteriormente, en 1985, Ka.rch y su qrupo (54) aislaron 

2 DNAs complementarios de cllilulas aacrofágicas huaanas 

que codificaban para proteinas con actividad d• IL-1. 

Estas dos =oléculas, actualmente conocidas coao IL-l alfa 

(IL-1 " ) e IL-1· beta (IL-1S), -.ueatran una gran ha.oloq1a 

con la forma murina de pI 5 y con la hUB.&na de pl 7, 

respectivamente (54). 

Finalmente, en células hu:aanaa se han secuenciado los 

genes que codifican para aabas proteinaa, estos 9enes se 

hallan localizados cerca de la reqión 2q u del brazo 

larqo del cromosoma. y las proteinas para las cuales 

codifican (lL-l " e IL-1 8) sólo muestran de 20 a JO ' de 

homoloqia (46,55,56). Esta ho•ologia se da en 5 reqiones 

(llamadas de la A a la E) las cuales pueden representar 

los sitios activos de la molécula y muy probable.ente, la 

región e (aminoácidos 150-162) ;- la D (amino6cidoa 165-186) 

conte.nqan los sitlos ainimos de reconociaiento para au 

receptor (57). 
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La• do• fon:iaa de IL-1 son inicialaente sintetizadas COJlO 

péptidos precursores da 31 kD (271 aainoacidos para IL-1 y 

259 para IL-1 ), pero debido a rupturas de estos péptidos 

con proteasas de serina (58), las formas maduras de 17 kD 

constan de 159 Alllinoacidos (del 113 al 271 en IL-la ) y 153 

aminoácidos (del 117 al 269 en IL-1;) (59). 

A pesar de que la ·forma de 17 kD es la nis común, se han 

descrito péptidos con actividad de IL-1 de pesos moleculares 

do 2, 4., y 10 kD (considerados como producto& de la 

ruptura proteolitica de la molécula de 17 t.D), hasta péptidos 

de 75 kD (los cuales que repreae.ntarian una tona.a agregada 

<!e la molécula); estos péptidos han sido aislados de 

monocitos huaanos, plasma y orina (60-62). 

Una caracter:tstica interesante de IL-1 es que carece de 

la secuencia hidrofóbica caracteriatica de las proteinas de 

secreción, de ~anera que, no e• claro el meca.ni.sao a trav•• 

del cual IL-1 es llevada fuera de la célula. Algunas 

evidencias tales coi::i.o la ausencia de IL-1 en al reticulo 

endoplascático y su presencia en el citosol y fracciones 

lisosomales, hacen suponer que IL-1 estA asociada y ea 

liberada a través de vesiculas lisosoaalea (63). 

Por otra parte, a través de estudios de deterainación 

especifica de IL-1 :i e IL-l. a par las técnicas de Western 

Blot, irn:lunoprecipitación y radioinmunoensayo, se han 

aportado evidencias de que al aenos en células 

11anonucleares hu:anas, 

meal>rana ( 64) , mientras 

IL-1 a per.anece asociada a la 

que IL-15 es liberada al •edio 
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axtracelular (65,66). Estos hallazgos indican que IL-1" muy 

probab181llente puede desencadenar una respuesta inmune local 

estimulando a los linfocitos a través de interacciones 

célula-célula: mientras que IL-1 s preferencial118nte 

ejerce efecto& sistémicos una vez que es liberada por la 

celula y entra en la circulación (67). 

Otra caracteriatica muy interesante de IL-1. es que a 

pesar de que sua dos formas ( " y ~ auestran una baja 

homoloqia, ambas compiten por el mismo receptor en diversos 

tipos celulares tales como ».onocitos, macrófagos, 

nautrófiloa, linfocitos T y B (68). Este receptor fue 

purificado en la linea da células T EL4 de ratón, pesa so 

ltD en au forma glicosilada y está formado de tres dominios: 

uno axtracelular de 319 amino4cidoa, uno tranEJ11.embranal de 21 

y uno citophsm4tico de 217. Algo de gran importancia es 

que este receptor pertenece a la superfamilia de las 

irununoglobulinas (69,70). AdemAa de este receptor, 

inicial.,.nta conaidarado al llnico, se han descrito otras 

proteinaa da enlace para IL-1, algunas de laa cuales 

presentan tina afinidad aucho aayor que el receptor 

originalaente descrito (71); se pienaa que estas proteinaa 

puedan representar un segundo tipo de receptores o que sean, 

debido a loa diferentes pesos moleculares qua presentan, 

productos de la ruptura o aqr99ación del receptor de 80 

l<O (70). De hecho, recientell!ente se ha d8JM>strado que las 

células B expresan un receptor qua ee distinto al qua se 

presenta en células T y f ibroblastoat eate receptor •• 8'• 
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pequeño, no tiene reactividad cruzada y a pesar de que se une 

con las dos formas de IL-l las afinidades de enlace 

relativas son diferentes a las que se presentan en las 

células antes mencionadas; por estas razones se considera 

que estos receptores son productos de qenes diferentes (72). 

En cuanto a su producción, inicialnente se consideró que 

las células faqociticas activadas eran las principales 

productc;iras de IL-1, pero actualmente as sabe que esta 

molécula es sintetizada por •onocitoa de sanqre periférica, 

Itacrófagos alveolares, peritoneales y de bazo, células de 

Kupffer y células de médula ósea. Ad.-As, alqunoa tipoa 

celulares no faqoeiticos como los fi.broblastos, 

queratinocitos, osteoclastos, astrocitoa, células B, 

células asesinas- naturalas (NK), •icroqlia.les, cornealas, 

gingivales, epiteliales, endoteliales, de Langerha..ns y de 

músculo liso también -¡>reducen IL-1: existan evidencias de 

que prácticamente todos los tipos celulares nucleado• 

producen IL-1 (46,73, 74). Sin e.J>arqo, aa considera que 

los monoci tos y macró!agos son la fuente principal de IL-1 

debido al alto número en que se presentan esta& células en 

el organismo, a su habilidad para producir qrand .. 

cantidades de esta molécula y a su capacidad para procesar y 

secretar a los precursores de rL-1 de una manera Jlás 

efectiva que otros tipos celulares (73). 

La producción de IL-1 es estimulada por inductores 

inmunológicos entre los que se incluyen linfocitos T 

activa.dos, complejos inmunes, productos microbia.les, 
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levaduras, virus y lectinas, as1 collO aqentea inflamatorios 

(73). Probablemente las endotoxinas, en particular la 

colécula de lipido A (componente activo de los 

lipopolisac~ridos), sean los activadores más pote.ntas de 

la producción de IL-1 en lo• fagocito• aononucleres (75). 

La información que se ha generado sobre IL-1 ha per:=itido 

considerar a ésta como una :aolécula alta.ante 

pleiotrópica, debido a que se l• han atribuido J>ás de 50 

efectos biológicos en diferentes tejidos y tipos celulares 

y además se ha de~ostrado que eata aolécula no es especie­

especi f ica sino que puede cruzar con diferentes sistemas 

biológicos (59). Alqunos de .los efectos de It.-1 se li•tan an 

la tablas 2 y J. 

La mayoria· de las actividades de IL-1 :mueatra.n una 

caracter1stica comUn, todas son parte del complejo qrupo de 

respuestas conocido coao respuesta da tase aquda, que lleva a 

cabo el organismo ante invaáiones aicrobiales, reaccionas 

irmunolóqicas y proceso• inflaAatorios. ~insi.ente, el h.ocho 

de que IL-1 se haya conaervado a lo larqo del proceso 

evolutivo sugiere que su función esencial es la de actuar 

como un orquestador de los aecanisw.os adaptativo• del 

individuo (75). 

Actualmante la investigación en torno a IIrl se ha 

dividido e.n dos grandes campos: uno donde se estudian los 

potenciales efectos benéficos de IL-1 en los mecanismo• de 

defensa del orqanis~o: y otro, donde se buscan las maneras de 

bloquear la producción y/o actividad de IL-1, pues muchas de 
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TABLA 2 

l!!FECTOS IN VIVO DI!! IN'l'ERL&JCIMA l 

SISTl!!MA Nl!!RVIOSO Cl!!NTRAL 

Inducci6n de fiebre 
Síntesis de prostaglandina E2 

Incremento en la producción de adrenocorticotropinas 
Disminución del apetito 

l!!FECTOS lll!!MATOLOGICOS 

Neutrofilia 

Estimulación de los progenitores heaatopoyéticos 
Incremento en la producción de Factores Estimuladores de 
Colonias 

l!!l'l!!CTOS METABOLICOS 

Producción de proteinas de fase aguda 

Dism.i.nuci6n de la síntesis de albúaina 
Aumento de los niveles de zinc y hierro 
Incremento en la producción de insulina 

Incremento en la excresi6n de sodio 

SISTEllA VASCULAR 

Hipotenai6n y shock 
Producci6n de prostaglandinas 

Amoent;o de la adherencia de leucocitos 
Disainuci6n de la resistencia vascular 

Tomada de: Schindler R, and Dinarello CA, 1990 (Ref .59) 
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TABLA 3 

EFECTOS IN VITRO DE INTEIU.EUCillJ\ 

CRECDUENTO CELULJ\R 
Pibroblastos, queratinocitos, células mcsanqiales, células 
9liales, células T, células 8, precursores hematopoyéticos 

E!'BCTOS CITOTOXICOS 

Citotoxicidad para células tumorales, células B de islotes 
pancréaticos y tirocitos 

EFECTOS INMUNOLOGICOS 
Inducción de la producción de citocinas actívadoras de 
linfocitos 
Activación de cQlulas asesinas naturales en slnergiSStO con 
Interleucina 2 e Interferones 
Inducción de receptores para Interleucina 
Inducción de la producci6n de anticuerpos por células B 

Quimiotáxis de células T y B 

Increinento de la citotoxicidad de macr6fagos 
Activación de linfocitos T y B 

EFECTOS INFLAMATORIOS 
Inducci6n de la síntesis de cola9eoasa 

Resorción de huesos 
Inducción de la producción de prostaglandina 82 en 
fibroblastos, macrófagos ycélulas endotcliales 

Liberación de histamina por basófilos y de9ranulación de 
eosin6filos 

Liberaci6n de tromboxanos por neutr6filos y monocitos 

BPECTOS EN TEJIDO VASCULAR 

Prolifer!fFi6n de células de ~úseulo 
Inducci6n de la actividAd procoagulante y adhesividad de 
células endoteliales 

BFEC~O SOBRE OTRJ\S CITOCINAS 
Inducción de la producción de Interleucina l. 2 y 3. Factor 
de Necrosis Tumoral ~ Interferon 9aaa. 

Tomada de; Schindler R, and Pinarello CA, 1990 (Ref.59} 
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sus actividades 

patológicos como 

(70). 

biolóqic:as están asociadas con procesos 

la de<¡radación de tejidos y la diabetes 

IllXUllO<lLOBtlLDIAS 

Las anticuerpos o iruounoqlobulinas (Iq) son 

macromoléculas de naturaleza proteica que se encuentran en 

el suero de los vertebrados superiores: estas moléculas 

pertenecen al grupo de las y-globulinas y está.n representadas 

por 5 tipos diferentes designados como IgA, IgD, IgE, IqG e 

IgM (76-7S}. Estos anticuerpos, a pesar de que muestran 

diferencias, cot>.parten una estructura básica y propiedades 

quí2icas generales muy similares (79). 

La principal función de la.. iru:iunoqlobulinas es unirae 

especifica~ente a cuerpos extraños 

:icroorqanis~os, parasitos y células 

como toxinas, 

propias dañadas 

(antiqenos) y posterior.aente, intervenir en los procesos 

de inactivación y eliminación de estos (80). 

En los 1ta1:'1feros, la IgG es la imiunoqlobulina m.is 

inportante ya que representa alrededor de un 75\ del total 

de las irmunoglobulinas y es de la que aás se conoce. sobre 

su estructura qui~ica y funciones biológicas (79). 

En cuanto a la est:-uctura de los anticuerpos, en su 

fon:ia :ono~érica son ~acro~oléculas formadas por cuatro 

cadenas. En el caso de la IqG, la aolécula se encuentra 

constituida por dos polipéptidos idénticos de 23 kD, que se 

c-cnocen como cadenas ligeras (L), y 2 polipéptidos de 53 
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ltD llamados cadenas pesadas (H) (79). cada una de las 

cadenas l iqeras esta unida a una cadena pesada a través de 

enlaces no covalentes y ta?lbién por un enlace disulturo. 

En esta molécula, los dos pares de cadena ligera-cadena 

pesada parecen mantenerse unidos a través de puentes 

disulfuro entre las dos cadenas pesadas (81). De esta manera, 

la ~olécula puede representarse en forma de Y (figura 6) con 

el el..treco a::ino te~inal en la parta superior de las 

cuatro cadenas y el extre~o carboxilico ten:tinal de las 

dos C3denas pesadas en la parte inferior (79). La región de 

la :c.olécula que incluye los enlaces disulfuro entre las 

cadenas pesadas se conoce coco región de la •bisagra•: 

adet:ás se pueden encontrar grupos carbohidrato unidos a las 

cadenas pesadas (S2,S3). 

Algo !:::portante es que al 

alaino3cidos de la mitad aaino 

co~parar las secuencias de 

ten:inal de las cadenas 

ligeras de diferentes inmunoglobulinas se encontró que 

estas secuencias presentaban una narcada variabilidad de 

una oolécula a otra. En contraste, en la 21.itad carboxilica 

terninal de estas wis=as cadenas ligeras, las secuencias de 

aminoacidos eran idén~ica.s. Estos dos segmentos de la 

molécula recibieron el 

regi-=ines constantes 

no:.bre de regiones variables 

(CL) de la cadena 

(VL) y 

ligera 

respecti•.;ap,ente. Las secuencias de las cadenas pesadas 

exhiben un patrón si:ilar. La región variable (VH) se inicia 

en el extre~c ter.ninal amino y tiene una longitud similar a 

la de las regiones VL de la cadena ligera: la reqión 
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constante (CH) es unas tres veces m&s larga (84). Estudios 

11Aa detallados de:i.ostraron que la variabilidad de e&tas 

regiones en las cadenas ligeras y pesadas se concentra en J 

sec;=.entos de las reqiones que se conocen coi:io reqionea 

hipervariables (BS). 

El tratamiento de estas ~cléculas con enzi"aa.s como la 

papaina corta la 

designados l"ab 

contienen las 

molécula en 3 fraqllentos. t>os de datos, 

(tracciones de enlace del anticuerpo) 

regiones variables y llevan a cabo las 

tur.cicnas de uni6r. con el antigeno. 

designado Fe (fracción cristalizable) 

El tercer fra9"111ento, 

est.1 coti:.puesto de la 

efectoras tales región constante y lleva a cabo funciones 

como la unión a los receptores de me!:.brana (S6). 

'Finalmente, 

cada par de 

debido a que los extremos amino terminales de 

cadena ligera-cadena pesada co~prenden los 

sitios de enlace del antígeno, la heterogeneidad en las 

secuencias de aminoácidos es muy i~portante ya que contribuye 

a que se. manifieste la gran diversidad de especificidades 

por los diferentes antigenos con que se enfrenta un 

individuo durante su vida (79). 
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UCEl'TOUS J'C 

Uno de los cambio& más notables que sufren los macr6faqos, 

tanto in vivo como in vitre, es la activación hast~ un estado 

en el cual adquieren la capacidad de destruir microorganismos 

o células maliqnas. Esta activación esta acompaña da da 

cambios biológicos y i:iorfol6gicos, entre los que se 

incluye la expresión 

(97). 

de ciertos receptores de membrana 

Los receptores de membrana llevan a cabo funciones de 

reconocimiento requeridas para controlar las respuestas a 

cambios en el :i.icroambiente celular (3). Entre los 

diferentes tipos de receptores que se e>qlresan en la 

J:11•mbrana de células faqociticas, encontramos a los 

receptores para la fracción cristalizable de las 

inmunoglobulinas (FcR), quienes proveen un enlace importante 

entre los componentes htmorales (anticuerpos) y celulares 

(macrófagos, granulocitos, linfocitos) que participan en la 

respuesta 

especHico 

enlazar a 

irunune (SS), ya que constituyen 

de la membrana celular capaz 

la fracción cristalizable (Fe) 

inmunoqlobulinas (3). 

el sitio 

de reconocer y 

de de las 

Los FcR se detectaron por primera vez a inicios de los 

años 60's en celulas m.acrofáqicas encontrándose también, que 

estas células poseen la -4a alta densidad de estos receptores 

de entre todos los tipo& celulares que toman parte U\ la 

respuesta inmune (3,89). A pesar do que se han descrito los 

FcR especificas para IgM, IgA e IgE (90-92), la mayoria de 
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los estudio& se han enfocado a. conocer la biologia y 

bioqu1mica de los FcR para IqG, debido a que éstos se 

expresan en un nt.1.=ero relativamente alto y a que se 

encuentran acpliamente distribuidos en móltiples poblaciones 

celulares (3). 

LOS FcR han sido descritos en células normales y 

neoplAsicas de di fe rentes especies incluyendo al huma.no. 

Entre los diferentes tipos celulares que expresan FcR se 

encuentran los linfocitos T y B., células NK, células 

dendr1ticas, plaquetas, monocitos, macrófagos y qranulocitos 

(93). Ademas, taebién se han encontrado en células y 

tejidos no relacionados con el siste.IL!l iFllllluna tales COl:10 

placenta, glo~érulo renal, saco vitelino, cerebro, 

espent~tozoides, fibroblastos infectados con citozegalovirus 

y células endoteliales {J,9~,95). 

El hecho de que los FcR se presenten en una amplia 

variedad de tipos celulares, sugiere por una parte, que 

estos pueden desempeñar papeles importantes dependiendo del 

tipo celular en que se expresen y del estado de 

diferenciación y por otra parte, que puede encontrarse una 

marcada heterogeneidad entre estos receptores (3). 

Actublmente se sabe, a través de estudios de clonación, que 

@xisten diferentes tipos de F'cR y que éstos pertenecen a la 

superfamilía de las irnnunoglobulinas (93}. 

En cuanto a su naturalei.a qui:.ica, a pesar de que la 

mayoria de estudios (de marcaje) indican que estos 

receptores son Doléculas de tipo qlicoproteico (96), estudios 
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de ultracentrifugacl6n y tratalaiento enz.iaAtico l•• 

atribuyen propiedades de lipoproteinas (97). 

Estructuralmente, estas prote1nas de ae.Jlbrana. constan de 

una po:rción extracelular glicosilada, de un se-qaanto 

transme:mbranal y una "cola• citoplasllLlitica que corresponde 

al extremo carboxi terllinal (93). (Fiqura 7). 

ll. pesar de que los FcR son •ie:abros de la mise.a 

familia, estos receptores •on lDUY heterogéneos y pueden aer 

di•tinquidoa en ~Ase a au distribución celular, a au 

especificidad y afinidad por diferentes isotipos de IqG, a au 

tamaño :molecular y a su reactivldad con anticuerpos 

zonoclonalas (98). 

el desarrollo de anticuerpos 

1>4ra estos receptores y los 

Ea preci•a.iaente 

monoclonales e.apecif icos 

avances t6cnicos en el anAliais de las i:ioléculas de la 

superficie celular, lo que ha penaitido identificar y 

caracterizar tras tipos distintos de FcR (conocidos co=o 

FcRI, FcRII y FciUII), ade.m.As de ayudar a conocer como se 

expresan y tuncionan estos receptores (99,100). 

El Fc.RI (CD 64) en c'lulas humanas es una glicoproteina de 

70 a 72 kD y eo reconocido por loa anticuerpos •onoclonal•• 

32, 22, 44, 62, 197 (l00,101) y 10,l (102). Eate 

receptor se pueda unir con alta atinidAd a formas 

mono~é.ricas de Ig:G coi:o IqGl e IgCl huaanas y con Ii;G2a • 

IqG3 de ratón (103,104); •iantras que los receptor•• 

expresados en células de ratón se unen a torua 
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aonomáricas o a<;reqadas de Iq<;2a con una alta afinidad a 

'·e (1os1. 

La expresión de este receptor está casi restrinqida. a 

conoeitos ~ono~ucleares, lleqándoae a encontrar de 15 ooo a 

40 000 receptores en Donocitos normales de sangra perifárica, 

•ientr~s que los m3cr6fagos tienen más de 

SO ooo receptores por éélula (106)~ Por otro lado, aunque en 

granulocitos frescos se pueden eorantra.r alrededor de 1 

ooo receptores, el lFN Y, puede incrementar este nú:aero 

entre S y 10 veces (107), adea.is, este raceptor taabié.n se 

expresa en lineas celulares mieloides humanas coao la HL-60, 

U-937 y Tl!P-l (lOS). 

El .fcR!! hUlllano (CDwJ2) "ª una c;licoproteina. da peso 

111.olecular de 40 kD (109) que ha sido definido por los 

anticuerpos monoclonales IV.3 y J\uFc79 (llO}. Este receptor 

no muestra una a!inidad detectabla por la IgC :aonoltérica 

hUl:!ana (lOo); sin embarc;o se une con Ic;Gl e Ic;G2 sonolOéricas 

de ratón (99) y es especifico para coaplejos iruaunes y 

particulas opsonizadas (101). En células de ratón, eatoa 

receptores se unen a to~a co:plejae o aqreqadaa de IqGl, 

IqG2a o Ic;G2b (lOS). 

El FcRII se expresa en la superficie de •onocitos, 

?:iaerófaqos, neutrófilos, eosinófilos y células B,. en un 

nll:nero muy similar en estos tipos celulares (106) y 

aparentemente es el ünico tipo de receptor Fe que sa 

expresa en plaquetas (lll); otros tipos celulares no 
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hematopoyéticos que expresan eate receptor •on las célula• 

endoteliales y trofoblastos (112). 

En basa a ensayos funcionales y anAlisis bioquimicoa 

se han identificado varias fon:ias de FcRil (llJ). En 

ratones, se ha observado que este receptor es codificado por 

dos genes: a y b1 y debido a un un rearreqlo alternativo, el 

qen bes codificado en dos !on>as (93): ademas, a través da 

experimento& de clonación de ONA se han identificado al 

menos :=olácul~s relacionadas que poseen dominios 

axtraeelulares idénticos, pero diferentes dominio a 

oitoplaamaticos a loa del FcRII (101). 

El FcRIII (CD 16) en células hUll'anas, fue identificado 

inicialllle.nte como una c;;licoprotoina que era reconocida 

por los anticuerpos monoclonales JGS y 873. l (lU, llS). 

Bata recaptor •& pueda presentar en doa foras.a diferentes: 

al FcRIU que en neutrófilos estA unido a la meJabrana a 

trav4s de un enlace fosfatidilinositol qlicano (FcRIII-PI) y 

presenta un peso aolacular da 26 l<D (116), aientraa qua en 

aacrótagoa Y,celulaa H'K, eate recaptor ea •xpreaado coao una 

moléeula transae:ml>ranal (FcRIII-TM), con un peao aolecular da 

50 a 70 kD (117). En la tigura 7 ee auestra una 

representación esque?:l.4tica de sstos receptores. 

En células humanas, esta receptor tiene una baja 

afinidad por la !qG 1:>onomérica y eólo interaetW. eon 

complejos de Ic¡Gl o con part1culas opeoniudaa (106): 

Jnia.ntras que en c&lt:las de ratón, a•te receptor tien• una 
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a1ta afinidad por IqG3 poli.Hrica (118). El f'cRIII se 

caracteriza por su alto nivel de expreaión en neutrófilos (de 

100 000 a 200 ooo por célula) (114); se expesa también en la 

superficie de 

eoain6!ilos (106). 

linfocitos granulares, aacr6!aqos y 

Desde el punto de vista biológico, la ilaportancia de 

los FcR es grande, pues a pesar de que sus fu.~ciones no son 

cocpletamente entendidas, se sa.be que están involucrados 

en la ~ediación de multiplea procesos, tanto de naturaleza 

efectora co~o reguladora de la defensa inzune, as1 como en 

la integración de los co1DP0nentes hmaorales y celularea 

que participan en la respuesta inmunológica (119). Entre 

las funciones. dependientes de los receptores Fe mejor 

estudiadas se encuentran la fagocitosia de particulas 

cubiertas con iru:iunoqlobulina• (120), la eli•inaci6n de 

complejos iru:iunes (119,121) y la lisis mediada por 

anticuerpos (Citotoxicidad celular dependienta de 

anticuerpos) de parásitos (122), microorqanis•os (123) y de 

algunos tipos celulares malignos (124). 

La interacción de los FcR con los complejos inaunes 

induce una serie de procesos bioquiiicos, que llevan a 

la liberación de sustancias mediadoras de gran actividad. 

biológica (93) coco 

son 

las prostaglandinas, trolllboxanos y 

1'>0léculas de conocida capacidad leucotrlenos, que 

reguladora (119). Es entonces a través de estas funciones 

que las células fagociticas protegen al individuo de la 
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infección por alcroorqanis10os patóqanos, dastruyen células 

tUlllorales y eliminan complejos lllllunes de la circulación (3). 

Finalmente, los factores que influyen en la expresión 

de FcR son numerosos y entre estos se incluyen las 

condiciones del cultivo, y las borwonas y citocinas en el 

medio de cultivo (101): de esta :aanera se ba observado que 

el If'}I·: , al fra9'1>ento C!>a del Bisteiu del 

co;nplelllento, ciertos ~ptidos quimioticticos lil>erados 

por la& bacterias, asi collO los ea~i:auloa capaces de inducir 

un aw:aento en loa niveles de AKP ciclico increJtentan la 

expresion de FcR y por el contrario, los corticoste.ro!des y 

los esti=ulos asociados al &UlDento del CMP ciclico inhiben au 

eiqircsi6n (94). 

Debido a que reciente.mente se ha de•ostrado que factor .. 

difere.ntes a los CSFa, como el Inductor de Receptores 1'c 

(FcR.I, del inglés !'e Receptor Inducer), inducen la 

diferenciación de r.:élulas llieloides (11acrófago• y 

granulocitos) mediante la expresión de receptores para !'e y 

que el FcRI comparte caractaristicas aoleculares llUY 

sl.Dilares (peso molecular y punto isoe.l~rico) con IL-1, 

uno de los objetivo• dol preaente trabajo rue evaluar el 

posible efecto de IL-1 en la inducción de receptores Fe 

en macr6t:agos y qranuloeitos noraales de ratón, y 

proporcionar mediante ello evidenc:iaa de que la IL-1 y el 

FcRI pudieran ser la •isma molécula. 
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Por otro lado tomando en consideración que los aacrótagos 

secretan IL-1, otro de nuestros objetivos consistió en 

evaluar si estas células eran capaces da autoinduciraa para 

la expresión de receptores para Fe.. Es conocido que talabién 

el INF induce la expresion da FcR y que asta inducción •• 

exclusiva para el tipo I, consideraao. por tanto 

interesante evaluar si la IL-l induce el •iSJtO tipo de. 

rec.ptor o •1 era capa% de inducir el de tipo II. Finalsent• 

tcaando an consideración qua ax.iaten dos fara.as de IL-1, 

y , con propiedade• biológicas muy &eJOejantes, procedaos a 

avaluar ai A.libas termas de, IL-1 tienen el aismo tipo de 

propiedades de !.nducci6n de FcR. 



OBJBTXVO GBllJ!RAL 

Deterrainar el papel de Interleucina 1 en la expresión 

de receptores Fe en macrófagos y granulocitos de ratón. 

OBJETIVOS PARTXC!ll.1JlBB 

- Deteri:iinar si el Inductor de Receptores Fe e Interleucina 

1 son la :is:a aolécula. 

- Determinar si Interleucina alfa induce la expresión 

de Receptores Fe en macrófaqos residentes y granulocitos 

de la cavidad peritoneal de ratón. 

- Determinar si Interleucina l beta induce la expresión 

de Receptores Fe en macrófagos residentes y granulocitos 

de la cavidad peritoneal de ratón. 

- Determinar el tipo de Receptores Fe que induce cada 

factor, tanto en macrófagos residentes como 9ranulocitos 

de la cavidad peritoneal de ratón. 



XllfilUAL BIOLOOICO 

:tn este trabajo se emplearon ratones hembras o sachos de 

la cepa co-1 (ENEP-Zaraqoza) de a 6 semanas de edad (30 

a 35 qr de peso). Los ratones se utilizaron como fuente de 

aacrófagos 

perit.o:1eal. 

residentes y qr3nulocitos de la cavidad 

OBTBNCION OB l!ACROFAGOS IU!SIDBJITSS 

Para la o~tenci6n de cacrófaqos residentes de cavidad 

Feritcne.;,.l, se sacrifican los ratones por dislocación 

ce.t:Vical. Mi.;e.rto el ratón, se retira la piel de la zona 

peritoneal: l.!.s células de la cavidad se obtienen lavando 

ést3 cc-n 10 t:.: de una soluci6r. >.ttortiquadora de Fosfatos 

(SAFl fria y recuperando pcsterion:ente este vol~en. 

Duran~e el pre-ceso cie obtención de las células, éstas deben 

~ante~erse en un tubo conico de plástico frio contenido en 

un re=ipiente con hielo, para evitar la ad.herer1cia de las 

células las p3:-edes del t~. El lavado pe.ri~oneal se 

repiee p~r lo Pen~s dos veces con !a finalidad de obtener el 

'!:.Ayo:= r.~erc pcsible de células. 

Las células colectadas se lavan l veces {Ce.."';.'C.rifugación 

a 500 g durante 5 :in) con Medio Mini:mo Esencial de Eagle 

Si~a, St. Louis ~o. USA), posterior?!!ente, se 

resuspenden en :.;.:-. v~!.u.:~n c~?"":ocido y se procede a evaluar 

el n~e=-o celular • .:on la. finalidad de r·uri!icar la. poblacion 
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y trabajar únicamente con macr6fagos, las células (6xl05 ) se 

incuban durante l h a 37·c en MEH con lo cual se permite la 

adherencia de macrófagos. Finalmente se retira el 

sobrenadante con las celulas no adherentes. 

OBTl!NCIOH DE GRJJfOLOCITOS 

Para obtener granulocitos de la cavidad peritoneal, se 

inyectan 2 ml de una solución estéril de caseinato de sodio 

{Laboratorios Di!co, Michigan USA) al 10\ en SAF por via 

intraperitoneal a los ratones necesarios. Después de 16 h, se 

sacri!ican los ratones por dislocación cervical y se lava la 

cavidad peritoneal dos veces con 10 ml de SAF. Las células 

obtenidas se lavan 3 veces con MEM, se cuentan para ser 

sembradas. Con la finalidad de purificar la población, se 

siembran las células (6x106/ml) en cajas Petri de 5 ~l y se 

incuban durante 3 h; transcurrido este periodo de tierr.po, se 

colecta el sobrenadante y las células contenidas en éste se 

lavan, se cuentan y se repite una vez más el periodo de 

incubación. Transcurrido este tiempo, se c:>lecta nuevamente 

el sobrenadante de las cajas de cultivo, se lavan las 

células y se cuentan para finalmente sembrarlas. Esta técnica 

permite obtener una población celular formada por 

granulocitos (los macrófac;os se eliminan cuando esto& se 

adhieren a las cajas de cultivo) del tipo neutr6filos, que 

son con los que se llevó a cabo este trabajo. 



CULTrvO CBLOLAR 

Todos los cultivos se mantuvieron en una incubadora 

(Forma Scientific, USA) bajo una atmósfera con 10' de co2 

a 37•c y una humerlad relativa del 95t. Coco medio de cultivo 

se utilizó KEM suplementado con 10\ de suero de caballo 

ese, Lab. Dif, Cel y canc., Mexico), previamente 

desactivado a S6•C durante 30 min. A este medio de cultivo 

también se le agregó estreptomicina (100 U/ml) y penicilina 

(100 U/el) con la finalidad de evitar contaminación con 

bacterias. También se agregaron 3. 7 g/l de bicarbonato de 

sodio para mantener el pH fisiológico de 7.2 en los cultivos 

en presencia de C02. Finalmente, este medio de cultivo se 

esterilizó por filtración con membranas de 0.22 µ (Killipore, 

USA). 

En 

cultivaron 

los ensayos 

6><105 células 

de macrófagos residentes se 

e Jx106 cel/ml) en placas de 96 

micropozos de 200 µl (Nunclon, Dinamarca) y se =antuvieron 

en cultivo durante dias; en el caso de los qranulocitos, 

se sembraron sx105 células por ~icropozo (2.Sx106 cel/ml) y 

se mantuvieron en cultivo durante 24 h. LOs inductores que se 

emplearon (Medio condicionado, 20 µl; InterferonY, 100 y 50 

U/ml para :macrófagos y granulocitos respectivamente e 

Interleucina 1~ y : , l ng/ml) se agregaron al principio del 

cultivo. 
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Se obtlene:n m.acró!aqos residentes de la. ca ... idad 

ax106 celulas en cajas pe:-itcneal de ratón y 

Petri de ml con 

:n.acrótaqos se es~i:~lan 

Sa.lmonella D'Phh\uriua 

se sie.:bra.n 

ME."I suple:llentado al 10\ ccn se. 

con 1 nq/:l de lipopolisacaridos 

(Siq;:ia,. St. Lo~is Ko, USA}. 

Los 

de 

Las 

c4-lula• ... Z).antienen en cultivo durante dtas y 

transcur~ido es~e ~ie:po, se colecta el sobren~dante, 

siendo •ate el Medio Condicion3do, el cual es utilizado CODO 

!uen~e ~el Inductor de Receptores Fe (YcRI). 

lllU'flWCI'fOS 1'CTIVU>OS 

P'r411,d3.2tente se obtiane sa.nqre de e.amero y se diluye 

ésta e."'I. un.a cantidad proporcional de solución de Alsever, 

les eritrocito& asi obtenidos se al:acenan a ~·e hasta su 

uso; por ot;.ro lado, •• hace una dil ucion 1:1600 de 

iruouno.¡lobuliM G (IgG) de conejo dirlqida contra 

eritrocitos de carnero (Labo=ato~ios Ccr-:lis, Florida. USA) 

e.n SA.P; es"t.a s-.oluci6n se aln.ace.na. a -2o•c ha.sta su u.&.:>. 

?ara aanaibilizar a loa e.ritroeit.os con anticuerpo, .. 
lavan 0.25 ~1 de estos 3 vecea con SA.F (centrifugación a SOO 

q durar.ta 5 z in) ~ posterionte.nte ae ~grega 1 ::1 de IqC 

diluida, se rasuspe..~j~~ les e~itrocitos y se ini:ul:>An durante 

30 ~in a 37•c. Dcsp-oéa del periodo de incub4ción, se lav4ll 

los erit.rocitos 3 veces con SAF y tinalitente ae. re•uapenden 

e.n 2 :tl óe SAF. De esU -:ane.ra se obtienen los eritrocito• 
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activados (E.A): estos eritrocitos se almacenan a 4•c hasta su 

uso, sin exceder de 4 dias. 

SVALtlaCIO• DS IU!:CSPTOll.SS re 

Para eV3luar la expresión de receptores Fe en 

macrófagos y qranulocitr.is se e.=pleó la técnica d:e rosetas 

con EA, a partir de la cual se conoce el porcentaje de 

células que expresan rcR. (125). 

Después de transcurridos los respectivos periodos de 

incubación en presencia de los diferentes inductores, se 

verifica la ausencia de contaminación. Si los cultivos se 

encuentran en buo.n estado, e.n el caso de los qranulocitos, 

estos se centrifugan a 300 q durante 5 min y se les eli.:_ina 

el sohrenadante: se les agregan despues 200 ~l de MEM fresco 

y :!O .ul de EA, se resuspenden las ce.lulas y se centrifu9an a 

300 g durante 5 ~in para que se de la forr.ación de un botón 

que contiene U y granulocitos: 

incubo a 37•c durante 30 ~in. 

inaediata.ment.e después se 

En el c3so de los ~acrófa9os, quienes estan adheridos al 

sustr.zsto de cult.ivo, el sobrenada.nte puede eli•ina.rse sin 

una centri~~g~ción previa. Posterio["Jl)ente se aqreqan 200 ~l 

de Y.IY.. ~resco r se. despegan las células refrigerando la 

placa de cultivo a ("C durante 5 o 10 a.in; a continuación se 

agregan 20 µl de EA, se resuspcnden las células y tAJ:bi4n se 

centriruqan al igual que los granulocitcs para postarior=e.nte 

incubarlos durante lO ein a J7"C. 

Transcurrid.o el periodo de incubación, las células se 



resuspenden y se toman muestras que se colocan en un 

hemocitómetro (Clay Adams, USA) para proceder a evaluar el 

porcentaje de rosetas en un microscopio compuesto (Carl 

Zeiss, Germany). Se considera una roseta a aquella célula 

(macrófaqo o granulocito) que l:luestra eritrocitos adheridos 

en su membrana: las rosetas pueden ser débiles si auestr~n 

de 3 a 10 eritrocitos unidos a la membrana celular o fuertes 

si presentan mAs de 10 eritrocitos unidos. 

DE 1JfTICtraRPOe AllTI-J'cR P7JIA L1. Dl!ftlUll:IOCXO• Dll 

L08 'rl:POB D• llU!ICllPTOIU!8 IJIDOCIDOB POR L1.B DIRUll'rEB 

Cl:TOCl:IOJI 

Después del periodo de cultivo de los macrófagos o 

qranulocitos, 11e agregan 20 µ.l de anticuerpos (Medarex, 

USA) anti-FcRI o anti-FcRII (0.3 µg/ml) a micropotos en 

lo• cuales se habian adicionado los diferentes inductores al 

principio del ~~ltivo. Las células se incuban durante 30 min 

y ae realiza la tecnica de roaetas para deterainar los tipoa 

de receptores que son expresados. La concentración d• 

anticuerpos ·que sa utiliza as 3 vocea mayor a la requerida 

para saturar los receptores que normal1:1ente se expresan en 

una célula sin tratamiento con citocinaa. 

llXPLZO 011 AllTICtlERPOB Ul'fI-Ill'fEJU.!ltlCl:D 1 

Para determinar si el Inductor d.e Receptore• Fe (FcRI) 

presente en el MC e IL-l eran la aiaaa molecula, •• 

utilizaron anticuerpos anti-IL-1 ci y anti-IL-1 !'. (I.-unu, 
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seattle WA, OSA). Considerando que 10 µl de una dilución 

1: 200 de estos anticuerpos, son capaces de neutralizar l 

nq/ml de citocina, se utilizaron 20 JJl de esta dilución de 

anticuerpos en los en.sayos de inhibición de. Estos 

anticuerpos se adicionaron junto con el •edio condicionado 

desde el inicio del cultivo y transcurrido el periodo de 

incubación se llevo a cabo la técnica de rosetas. 

Todos los experimentos se lleva.ron a cabo en una 

cam¡;ana de cultivo bajo condiciones de esterilidad. 

CITOCINAS 

En este trabajo se empleó Interferon gama (IFllY) 

recoI:l.binante 

Intcrleucina 

Interleucina 

de ratón 

beta 

con actividad de 4. 5-9x10 6 U/mq, 

(IL-1 e) recombinante bllllAha e 

alfa (IL-1 :.t) 

con activid.ad de lx108 U/mq 

recombinante de ratón, ambas 

(Ge.nzyoe, Sosten KA, EO). Se 

utilizó también IL-1 :: recombinante humana con actividad de 

lx108 U/mg (I1'iJ:lunex, Seattle WA, EO). Estos productos 

recombinantes se obtienen a través de t6cnieas de ingeniaria 

genética, transfectando el gen que codifica para una 

deter'l!linada proteina en bacterias o levaduras. 

ZVALOACION?!S 

Se realizaron por lo menos 3 ensayos independientes por 

duplicado para eubrir cada objetivo. Los resaltados que 

se muestran son el promedio del porcentaje de rosetas que 

se obtiene con cada factor en los diferentes ensayos y su 
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desviación estándar. En cada una de la& muestras ae contaron 

por lo menos 100 células. 



US'IJLTAJ)C)S 

BL KllDIO COMDICIODlX> POll n~rAOOB UBIDBJITJIS IlllDOCll LA 

B%PIUISIOW DB 11.BCBHOUS ro u KllCll.011'008 USIDIDITBS. 

Estudios pre~ios en nuestro laboratorio habian denostrado 

que el medio condicionado por :macrófagos residentes (MC) 

contenia una molécula que inducia la eJC¡>resión de receptores 

Fe (1'cR) en células de médula ósea (6): ·esta •olécula se 

conoce cot:i.o Inductor de Receptores Fe (FcJU, del ingles 

Fe Receptor Inducer). Con la intención de deterainar si 

estos medios inducian el aismo efecto en células fagociticas 

maduras, se cultivaron 6xi~ 5 :acrófagos raaidantes da cavidad 

peritoneal de ratón en presencia de 20 µl de MC (6} durAnte 

2 dias. Se uti!:zaron ta=.bié.n 1 ng/al de Ynterleucina l beta 

(IL-li), de la que se ha reportado induce la expresión de FcR 

en :acrófagos (126), ~ 100 U de Interferon ga»a (IFllY) co:ao 

controles positivos (5). Se realizó también un cultivo sin 

inductores el cual en este trabajo ae considera como control 

neqativo. 

Los resultados obtenidos (GrAfica l) •UestrAn que el Me, 

al igual que IL-15 y el lFNy, inducen de manera s""'ejante la 

expresión de Fc.R en los aacrófaqos reaidentes, da.de un 20\: 

de roset~s en el control neqativo hasta casi un ~º' con los 3 

inductores. 
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~ Da. llIDIO a::NJICIQWJO ~ Ml\0>0!2"/\GOS RESIDENreS E ~IN.>. 
BEV. EN IA ~Iai DE l<fl:EPIU!FS Fe EN IW:ROf7G'.)S RESI!lfM'ES. 

\DE a:=rA$ 

Gráfica l. E:>cpresiál de receptares Pe en mocr6fagoa residentes de cavid.>d 
perita>eal de rat6n cin:"ante cbl dí» de cultivo. (-), c:a.uul 
negativo sin irñlctares1 (IPN ,¡, Interferá> -• UC), Modio 
Condicionado par '"""r6fagoa residentes est.iallaibl cxn U'S, 
!IL-lE ) , Int.erleucina l beta. 
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lU':ZCTO D:Z l:llT:ZIUJ!!l!C'.tlO. 1 :u.J'A U U. BXP11Jl8l:Olf D& UCZPTOUS 

J'C Ell X:t.CllOJ'AGOS 11.J!SI:DlDITES 

IL-1 se presenta e:i dos foraas 1t0leculares diferentes: 

IL-1:.. e. IL-13 • Aunque las dos formas •uestran alqunas 

diferencias (la :as ir:portante, el punto isoeléctrico), 

se ha descrito que llevan a cabo las mismas act.ividades 

biológicas (59). Ccn la finalíd<?td de evalu~r si IL-1 ::, al 

igual que IL-1;_ induce la expresión de RFc en n.acrófagos 

residantes, se cultivaro:"l 6xlo 5 nac::-6fagos en preser.cia Ce l 

ng/al da IL-1~ o de IL-l~. se utilizaron t~l:.bíén cultivos con 

100 U de IFS.,, asi co:o sin inductores cot:IO controles 

positivo y ne9a~ivo respectiva:ente. 

Los result.3d.os (Grá!ica :!) :iuest.ran q-...i:e !1..-1 ~, en for:.3 

se2ejan~e .al IFS·· y a la IL-1 ~ , induce la expresión de FcR 

en uacróf.aqos resider.~es (31, 33 y 32\ respect.iva::ente) en 

co:paración con el control ne~ativo (lS\). 

'l'l:PO DZ UC:ZPTOJU:I J'a IJllll!CIDOS POR. l:llT:El<L!:llCIIQ. 1 ALJ'A 

nrrt:ll.l.!:llCIJD. 1 llllA D llACJIOJ'AGOS llSIDUl'1'1tS 

Una vez que se de:.ostr6 que lL-l ·.1. e IL-1;; í:'lduce .. n en 

!orua se:ajante la e~-presi6n de RFc en s.acroragos residentes, 

se procedió a evah,;,.ar los tipos de JtFc q-Je inducen estas 

citoeinas. Con eate p~opósito, se cultivaron 

i:.acrO!aqos d<J:-ant.e dos .:Has en presencia de l ng/:l de IL-L 

e lL-1~. co::io ~;;¡ e.~s.!l.yos ant.e.riores, se utiliz.6 IFN · (100 U) 

co~o cont.rol posit.iv:: y un cultivo sin inductores c01t0 

control neg~~ivo. z:>espues de dos dias de cultivo, •• 
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~ DE INl'ERUl.l:INA l >J.FA EN V. EXPRESIQl DE RELEPIU<ES Fe 
EN~ RES= DE CAVTIWl l'ffilTCtlF.l\1 CE RMQi. 

\CE =rAS 

Gcáf.ica 2. Fx¡:;resiéri de recept= Fe en c.:rTÓ!"9"5 residentes de cavidad 
teritcneal Ce rat.ért dlrante ó:>s días de cult.ivo m presen:ia Ce 
diferentes indl.rt.ores. (-), Q:ntrol negativo sin i.ndrt.ores ; 
(I.m •• ), InterfenSn gana; (Il.-1 ?), Interle'.r.in> 1 beta; (Ilrl=l 
Interleu::ina l alfa. 
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adicionaron durante 30 min 1 los anticuerpos anti-FclU o anti­

FclUI. a los cultivos con las interleucinas y el IFN'! para 

posteriormente proceder a la evaluación de FcR. 

Los resulta.dos obtenidos mue&.tran tal y como se babia 

demostrado previamente (4,S), que IFNY induce principalmente 

la expresión de FcR (28') tipo I (FcRI), ya que solamente se 

observó una disminución considerable en el porcentaje de 

rosetas cuando se utilizó anti-FcRI (14\). Con el anticuerpo 

anti-FcRII, se observó también una disainución en el 

porcentaje de rosetas pero esta fue de poca magnitud (25\). 

En cuanto a IL-1.:i. e IL-1 ~ , cuando se emplearon los 

anticuerpos anti-FcRI y anti-FcRII se observó una 

dís:inución considerable en el porce:ntaj e de rosetas 

(porce~tajes muy si~ilares a los del control negativo, 17 y 

15' para !L-1 ~.1. )' 16 y 19\: para IL-1;:.) en ambos casos. En 

consecuencia pode~os decir q-~e las dos formas de IL-1 inducen 

la e>.""p,resión tanto de FcRI como de FcRII y que posible.ente 

los mecanis~os a través de los cuales el IFN ~e IL-1 inducen 

la e~-presión de FcR en estas células macrofágicas sean 

diferentes (Grá!i=~ 3). 

l!VID!:NCU.S D!: QOE EL XKDOC'l'Oll. DE IU!:C!:P'l'ORl!S re Pll.BBDIT• Zl!I 

EL l!J:DIO COND:tCIOllAOO POI!. KACROTJIGOS :Rl:SIDEl!Tl:S ZB 

IllTERLZDCI!DI. 1 • 

Tomando en cuent~ que la car~cterización QOlecular del 

Inductor de Receptores Fe (FcRl), contenido en el medio 

condicionado por macr6fagos residentes (MC) reveló que 
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TIPO ll& ~ Pe nanros i'CR ~ 1 loIJ!>. Y !ErA E l'.N1'!lllmOi GH41> 
81 ~ ~ ~ AA.1'CH. 

If1'i rn; .. IN 'f n.-J 
,y"t_Jftiü .n..L'ttUJ 

n.-1 , ,. ll.-l " ll.-l IL-1 · + Il.-1; + 
,tt.úffil .n...ut9Il .rt..i.R:Rl' Jlt.iltmI 

nc-&r 1C"'.\ J. D;lrrs1éri de rrn';lton.~ F'r t"n nu::"'réfagos n.-s1crntcs de la c-avidad pcrit..cn:21 en pre­
~;.1 a- chfrrrntc-s 1ndrtrn-ri;, du:-a."'lt'-" tbs dÍ."lS r;r cultivo. (-J, Q:nt..rol rEqatÍYO 
"'1n 1n.1.c-tnrr!'i: (Jfloi ), TntC"rfrrcT1 Q•Y:'l.J; tn.-1 J, IntC."rlN.C"m•' l alfa; (.0.-1 ), 
Jmrrlru.·1n.1 l h .. 1.1: !.tnl 1 fot-1, , .... H 1("\...11,?~ a.'"l! 1 T('C"{_~tor Pt-. 



esta molécula presenta caracteristicas muy similares a las de 

IL-1, tales como el peso molecular y punto isoeléctrico, 

además de que ambas m.::>léculas son producidas por 

~acrófaqos (6); se procedió a determinar si FcRI e .IL-1 

pudieran ser la misma molécula .. Con esta finalidad se 

utilizaron anticuerpos dirigidos contra IL-1 ~ e IL-1;?. (anti-

IL-1) en cultivos con 20 µl de MC en presencia de 6x105 

macróf agos residentes durante dos dias para evaluar si el 

efecto inductor del IFcR era inhibido por un anticuerpo 

monoclonal contra IL-1. 

La evaluacion de la expresión de FcR mostró que con ambos 

antic.Jerpos se pro:::lujo una disminución en el porcentaje de 

rosetas (17\ con anti-IL-1, y lH con anti-IL-1 e ) a 

diferencia de cuando sólo se uso el MC (22t, con 17t e., el 

control negativo) en los cultivos (GrAfica 4); esto quiere 

decir que la disminución es 

anticuerpo anti-IL-15. 

mayor cuando se utiliza el 

Para determinar el tipo de receptores que inducia el MC, 

se agregaron los anti-FcRI y a.nti-FcR.II a cultivos en los 

que se babia agregado MC como inductor. Los resultados 

obtenidos =uestran que en ambos casos se prod~ce una 

disc:.inución en el porcentaje de rosetas, con valorea muy 

semejantes al control negativo (14, 12 y 14\ 

respectivamente). 
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111'BC'l'O Dll DlnlU.ll1JCI1°' 1 JU.l'A J: J:Ji'1'J:IU.ll1JCJ:JIA 1 Bllll D L1. 

l!XP:Rl!BION DZ UC111"1'0:R118 Pe Zll GllAll1JLOCI'l'OB Dll LA CAV:tDAI> 

PUl.I'l'OIBAL Dll ll'l'Oll 

Debido a que los granulocitos o polimorfonucleares 

participan en la eliminación de parásitos y microorganismos 

(a vecea mediadas a trave& de FcR), estos son considerado& 

como el sequndo sistema tagocitico celular más i:portante 

dal organismo ('J). 

Tomando como antecedentes que tanto IL-1 • e !L-lP inducen 

la expresión da FcR del tipo I y II en macr6fagoa 

reaidante11, •• consideró interesante evaluar si estas dos 

citocinas podian inducir el :i.ismo efecto en otro tipo de 

c4lula faqocitica ~o lo son la• qranulocitic.as. Con esta 

finalidad, ae cultivaron sx105 granulocitos en presencia de 

l ng/ml de IL-1.:.t o IL-1 S durante 24h;: también se cultivaron 

granulocitos en presencia de 50 U de IFN~ y granulocitos ain 

inductor como controles positivo y negativo respectivamente. 

cuando se evaluó la expresión de FcR, se observó que 

'1nicamente I
0

FN..,. aumentaba considerableJDente el porcentaje de 

roaetas con reapec:to al control negativo (de 9\ hasta ea•i 

20t): en el c~9o de IL-1'1 e IL-1 f:,, se pudo observar que 

e&tas citocinas no induc1an la expresión de FcR, ya que lo• 

porcentajes de rosetas obtenido• con estos factorea (6 y 7\ 

respectivamente) eran muy similares a lo& del control 

negativo (9t) (Gráficas 5 y 6). 

Tomando en consideración que la dolli• utilizada no haya 
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D'!!l:l'O lE ~ l Nn E11 LA EXPRESial lE RH'.Ei>iUd!S l't: Ell 
QWU.O::I'l'OS CE CAVIDNJ ~ CE RM'Ctl. 

'lE IUZrllS 

20 

15 

10 

5 

o 
L - l a 

Gráfica s. Efecto de diferentes coocent:racianes (r.;¡lml. l de Interleu=ina l 
en la expresiál de receptares l't: en gr anula:: ita> de cavidod 
¡:critoneal de ratái dirante un dia de cultivo. (-), Cattrnl 
negativo sin i.rd.rtDres; (lFNY ) , lnterferé:n gema, omtrol 
positivo; (Drl!l ) , lnterleu:::i.na 1 alfa. 
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sido la adecuada para poder inducir la expresión de RPc en 

qranulocitos, se procedi6 a probar con ccncentracioneJJ 

~ayeres y menores de esta molécula. Se realizaron en 

consecuencia cultivos con 10, S, o.s, O.l nq/ml tanto de 

IL-1~ co:o de IL-1:. Los porcentajes de rosetas (no -..ayeres 

de 4\ con las diferentes dosis de las dos citocinas) que se 

obtuvieron con estas concentraciones indican que muy 

probablesente ni IL-b ni IL-15 inducen la expresión de FcR 

en los granulocitos: estos datos pueden representar 

evidencias de que loa •ecanismos de inducción de FcR por 

parte de IFN • IL-1 poaibleJ::ente sean diferentes (Gráficas 5 

y 6). 
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~.IE~ 1-IE!AJX.tA.D>SSUSM~-.a •.• 
~!JE tA CAVI!W> ~CE ""1<:1<. 

\DE IO=-s 

20 

1 

·5 J 
1 ¡ 1 

o 

1 ! 
1 ¡ 

10 º·' 0.1 

l L - l 

Gr"Afiea 6. efecto de diferentes C"a"CCnt..f"«:1cries de n.-1 (n;J&ll ~ la 
~iÓ"I de ~ f't' e'\ qran.J.1oc:1l.06 de la cavidad. 
perit..aical de rat..én t\.u-arrte ~ di<! de eulLiYO. (-l. O:nt..n>l 
t'IOq4tho sin ~; Ufft• l, Int.f!'riet"ál ~. cr:ntr0l 
p:J1Sit.i'Y01 UL-1 -~ l • I.nt.erlarina 1 bet..a. 
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Ducoaxo• 

Se conaidera hoy en dia que los procesos de 

proliferación y diferenciación de laa c•lulas mieloides son 

requladoa por una fAJ1ilia de qlicoprotainas conocidas como 

Factores E.sti..muladoraa de Colonias (CSFs).. Estos factores 

(GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-3 y EPO, entre otros) actúan sobre 

las células precursoras para dar origen a tipos celulares 

espec1ticoa (18-20,23)4 Por otro lado, ae ha demostrado que 

esto• tactoraa puedan aodular laa actividades de estas 

célula& induciendo en alla• caract.eristica.s de difarenciación 

importantes para la ~ealización de funciones especificas 

(18). 

Durante alc¡Un tieJ11po se consideró qua los CSF• eran 

los 1.lnicos responsables de inducir toda• la• caracteri•ticaa 

de diferenciación en células sieloides; sin ~rqo, el 

avance alcanzado en la bioloqia •olecular ha peraitido 

disponer de técnicas adecuadas para caracterizar otras 

i:iolécu.las diferentes a los CSF• que des....,..ñan papeles 

importantes en el proceso de aaduraci6n de estas células. 

Hace aproxii:iadamente 15 aflos se describió una .olécula 

diferente a los CSFs que intluia en la activación de los 

?:lllCrótagos, esta =ol•cula recibió el no.tire de Factor 

Xnhibidor de Macrófagoa (KIF, del inglés Macrophoge 

lnhibiting Factor) y a partir de entonces, se describieron 

diferente• factores activadores de ..,crófagos (127), sin 

&9barqo, la caracteri~aci6n molecular de estos peraiti6 
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establecer que se trataban de una mis.a .alécula, que recibió 

el nombre de Interferon gama (IFN"1 ). En consecuencia, una 

gran cantidad de investigadores propone que IFNY es al ünico 

responsable de los cambios que ocurren a los macróf agos 

durante la activación in.:sunolóqica (128). A pesar de lo 

anterior, la activ3ción de los macrófagos, hasta un estado 

en el cual muestran niveles altos de ciertos co1:1.ponentes da 

la :mel:lbrana celular, como antigenos Ia y Receptores Fe (que 

les per:aiten eliminar c~lulas tw:iorales o agentes patógenos), 

no ea un t~nómeno simple y es muy dificil pen~ar que éste sea 

requlado únicamente por una sola i:iolécula: de hecho, se han 

descrito alqunos !actores activadores de macrófagos, tanto en 

sistemas hw:ianos como murinos, que son fisicoquímica y 

biológicamente diferentes al IF!I (129,130). 

En este trab3jo se presentan evidencias de que 

Interleucina b~ta (IL-1..0::.) puede actuar co::o un factor 

activador de :c.acr6fagos, pues se de~uestra que esta 

citocina ea capa? de inducir la expresión de Recepto~es Fe 

(FcR), los cuales constituyen un elecento importante en los 

mecanismos de defensa del organismo contra agentea 

infecciosos o patógenos (l). 

Por otro lado, aportamos fuertes evidencias de que el 

Inductor de Receptores Fe (FciU, que muestra caracteristicas 

:iuy similares a las de lL-1) contenido en el Medio 

Condicionado por macrófagos residentes (MC) • IL-1 

posible.i:ente sean la aisaa mol•cula. Esta observación aa baaa 

en el hecho de que cuando se utilizaron los anticuerpo• anti-
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IL-1'>. y anti-IL-l ;l junto con el KC en cultivos de •acró!agos 

reaidentea, se obtuvo una disminución en la expresión de Pcll 

hasta valores •uy sezeja.ntes a lo• del control neqativo. 

La dis•inución Ql.l" se observo en foriu .as significativa 

con el anticuerpo anti-IL-15 est.\ de acuerdo con 

informes recientes de que la fOrltA S •• la prir.cipal forma de 

IL-1 que es lib4treda por los J:1.acrófa.9os cu.ando eatos aon 

estimulados con lipopolisacarido• de paredes bacterianas 

(6J}. 

Tomando en consideración nuestros resultados y el hecho 

de que los l!l&crófaqoa son capaces de secretar IL-1,. se puede 

especular que estas células puedan autoinducirae a expresar 

FcR. Si en realidad sucede de estA fer.a, el papel de IL-1 

en el desencadenamiento de las respuestas in.unes no 

solamente se limitarih a la activación de los linfocitos T y 

B tal y como se habia descrito original•ente para esta 

molécula (48}, sino que también se encargarlo. de activar a 

los propios JO.acrofaqos induciéndolos a expresar FcR y de 

esta manera hacer más efectiva la eliminación de los 

complejos antigeno-anticuerpo, que es un proceso funda.mental 

de defensa del orqanismo contra cuerpos extraflos 

(Fiqura B). 

Por otro lado, creemos interesante hacer notar que el 

requerimiento de dos productos génicos que llevan a cabo 

pr4cticamente laa mislb.as funciones, como es el caso de 
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f'iqw-• 8. El atCTÓ!¡q::> prock.n- lnterl~1n.:i 1 (0.-11q.ractivaa106 lin!CC'it..as T para 
~llar l~ rc:sp.rs:t.a ira.ne celular y a los llnfccit.oo S a pro;icir ant.iC\r:r'pCIS; 
p::ir otr.a pane. IL-1 &.""t.Úo.J sd>:-P <"l p:-q>10 C\JCT'Ófaqo para q.e ~ ecpn!:9e re:-epton!S lt: 
(aa.o~ién y cr esta i:.uro.1 la t'htt.1f\..le'1én trl aqt._"'1'1te port.a.:bc del ant: íqcno sea e.is 
Ms cff'rtiva. 
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:IL-let e !L-15 , parecaria ser alqo redundante desde •l 

punto de vista evolutivo (131). Esta situación ha llevado a 

auponer que las dos mol~culas pudieran llevar a cabo 

actividades diferenciales en los diversos procesos biolóqicoa 

en que intarvienen. Aunque algunos estudios han mostrado que 

entre IL-1.:1 e IL-1 sa prese..~~an diferencias de actividad, 

s~lar:ente en algunos cuantos casos las diferencias han sido 

notables y de hecho, existe una gran cantidad de evidencias 

expe~U.entales (132) que indican que las dos fon:ias de IL-1 

llevan a cabo general1D4lnte las •i~s funciones. Esto 

finalmente ha llevado a proponer que las principales 

diferencias entre IL-1.:i e IL-1 $. puedan darse a nivel de la 

requlación ditere..~cial de lo5 genes cr~e codifican para estas 

protei.n&a, dependiendo de la• sel\ales de inducción y /o el 

microa:.biente fisiopatológico (131, 132). Lo anterior apoya 

nuestros datos en lo& cuales &e observó un co:porta11iento 

muy semejante de las dos for::oas de IL-1 en la inducción a la 

axpre•ión de FcR tanto en células Dacrofágicas como 

qranuloc1ticaa. 

Ade.m!s de que hemos demostrado que tanto IL-l ·1 coao IL-1 B 

inducen la expr••i6n de FcR en m.acrófago•, en este 'trabnjo 

también se pudo det.ar=ina.r que estoa receptores son del 

tipo I y II. En trabajos previos se hab1a demostrado que el 

IFNY inducia la expreai6n de f'cilI pero no f'cRil (5) en 

células del linaje monocito-aacrófaqo (lo cual •• pudo 

COJtProbar en este trabajo), ademA• da que considarUIOa 
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1-portante mencionar que a través de este tipo de receptores 

se llevan a cabo los mecanismos de citotoxicidad celular 

dependiente de anticuerpos (123). En consecuencia, aün cuando 

el conocer que tipo de receptores induce IL-1 representa un 

avance, seria de qran inter4.s el determinar el papel de 

estos receptores inducidos por IL-1 en los aecaniSJ:1os de 

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. 

En este trabajo también se evaluó el efecto de IL-1 :i e IL-

1~ en la inducción de Fc:R en c~lulas qranulocitica., la• qua 

debido a aus funcione• de protección contra •icroorqanisaoa 

son consideradas co~o u.~ importante aiste.a faqocitico 

celular del orqanismo ( 4 3) • Se sabe que los qranulocitos 

expresan nonaal~ente u..~ FcRIII que no es 

transme:&branal, sino que está unido a la .anbrana celular a 

través de un enlace fosfolipidico (fosfatidilinositol 

glican) y que pueden ser inducidos por el IFN y a expresar 

FcR.I (107,116). Nuestros resultados aostraron que única.ante 

el IFN inducia la e.>.-presión de FcR de aane.ra sic;nificativa 

en estas células~ Esto• resultados parecen indicar que exiate 

una cierta especificidad de las diferentes citocinas (IF!I 

e IL-1) por las células blanco. Podri~s suponer por ejeaplo 

que debido al avanzado estado de diferenciación de los 

qranulocitos, estos no pudieran ser inducidos a expre.a.a.r FcR 

por parte de IL-l. Por otra parte, se sabe que IL-1 induce la 

liberación de en:timas de tipo lipasaa co•o la lipoprotaina 

lipa~a y la fosfolipasa (44) de ""'nera q-Je, los bajos 



porcentajes de rosetas obtenidos con las dos farsas de 

IL-1, también podr1an deberse a que estas enzimas estuvieran 

rompiendo los enlaces a través de los cuales se unen los 

FcRIII a la membrana celular y de esta forma se produjera 

la dis~inución en el porcentaje de rosetas que se observó 

co~o técnica para evaluar FcR en este trabajo. 

Un aspecto importante de nuestros resultados estriba a., 

la diferencia en la actividad de IFKY e IL-1 en cuanto a la 

inducción a la expresión de FcR an los dos tipos celulares 

evaluados. En el caso de las celulas macrofá9icas. se pudo 

determinar que IFN .., induce sola.ente Fc:RI y que rL-1 

induce tanto FcRI como FcRII. Estos resultados probablemente 

esun indicando que existen diferencias en los mecanis:aoa a 

través de los cuales cada uno de los factoras induce la 

e.ll.."Presión de FcR en estos dos tipos ce.lula.ras.. Sin eabarqo, 

no hay que perder de vista que otra posible explicación 

consistir1a en que se presenten diterenciaa de atinidad 

entre los receptores que son inducidos por cada uno de lo• 

d.os: factores y que por tanto la determinación de esto.s a 

traves de los anticuerpos que se utilizaron sea dificil da 

evaluar o deten:.inar. 

La i10portancia de haber encontrado que Interleucina 1 

induce la expresión de FcR en células aacrofá9ica• c:reeao9 

que pueda tener relación con su posible uso tera~utico. Es 

bian conocido que lo• padeciaientos leucéaicos, qu• •• 



eanctarhan por una ese.asa diferenciación de las .,.lulas 

•i•loid••, constituyen un probleaa de salud :uy il!lpOrt.ante 

en nuestro pa is. Estas enfermedades se presentan con al ta 

frecuencia y ocupan el prll::i:er lu9ar de las enfermedades 

ni?opl.tsicas entre la población a.asculina (133). 

consecuencia, considera:os que el hecho de que IL-l i.nduzc~ 

l.a diferenciación de células 11.ieloidas a través de 

incre=entar la expresión de receptores Fe es de qran 

iJDport.ancia, sobre todo ai toaamos en cuenta que la 

a-:htini11traci6n de IL-1 mejora la sobre-vivencia de. ratones 

invculados con dosia letales de bacterias (1J4), lo cual 

ha.ce. considerar a IL-l co1'Q u.na potencial berraaie.nta. 

terapéutica en el tratal:.iento de individuos susceptibles 

a infecciones (pacientes con louceAia., otros tipos de 

c¿ncer o iru:runodeprimido•>· Adea4s se podr1a considerar la 

<:plicación profilActica de IL-l e.n individuos e><puestoa a 

in!ecciones como en investigación JM!dica o e.n hospitales. 

A partir de lo anterior se considera importAnte continuar 

con esta trabajo probando el efecto de IL-1 en células 

humanas y llevando a cabo ensayos in vivo e.n ratones, ye que 

la relación que se ha esta!llecido entre la alteración de la 

expre.aión de los receptores Fe y desórdenes de tipa 

insunolóqico, ha hecho que la investigación en torno a los 

aecaniamos de expresión de estos receptores se conviertan en 

probleaa• centrales de la itununoloqia. Es indudable que 

el avanc• que se 109re en el entendiaiento de los mecanismos 
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b.A•ico• de difarenciación y 

ldent.tcicaci6n de los !actores 

en el cono..::t.iento • 

involucrados en est.oa 

proce•os, por'"Jlitir4n desarrollar aqentas terap<éutlcos para el 

tra.tatüent.o de algunos d.e.s~rdenes inmunolóqicos c¡-..J.e 

d••qraciada~ente r.o tienen hoy en dta esperan:as de cur4ción~ 
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COllCLOSIOllZS 

A partir de los resultados obtenidos en el presente 

trabajo, se puede concluir que: 

- Interleucina alfa e Interleucina 1 beta inducen la 

diferenciación de los m3cróf agos a traves de inducir la 

expresión de Receptores Fe. 

- Interleucina l alfa e Interleucina beta inducen la 

ax¡:i.rasión de Receptores Fe tipo I y II en macrofaqos. 

- E•taa des ~oléculas no inducen la 

de cálulaa qranulocitica•. 

- Intarleucina l y el Inductor de 

posiblemante sean la llir<ma »0lécula. 

n 

Receptores Fe 
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UDDIC:S I 

JIZt>IO •IlttJIO BBIDICIAL DB DOLB 
Este medio se utilizó para realizar los 

celulares in vitro. El 11edio esta constituido 
siqu.ientes componentes quimicos: 

cultivos 

AKiliOACIOOS 

L-arginina 
L-cistina 
L-gluta•ina 
Glicina 
L-histidina HCl,H20 
L-isoleucina 

L-leucina 
L-lisina, HCl 
L-••tionina 
L-f enilalanina 
L-a•rina 
L-treonina 
L-tripto!ano 
L-tirosina (sal dis6dica) 
L-valina 

VIT11!!Ill"8 

o-ca pantotenato 

Cloruro de colina 

Acido fólico 
Inositol 
Nicotina•ida 
Piridoxal, HCl 
Ribo!lavina 
Tiuina 

11 

de 

CO!iCENTAACIOll 
(11<¡/•l) 

84.00 

62.57 

584.00 

30.00 

42.00 

105.00 

105.00 

146. 00 

30.00 

66.00 

42.00 

95.00 

16.00 

104.20 

94.00 

COllCE!ITRACIO!I 
(mg/ml) 
4.00 

4.00 

7.20 

7.20 

4.00 

4.00 

0.40 

4.00 

los 



Cloruro da calcio anhidro 

Nitra.to de hierro III nonhidratado 
Cloruro de potasio 

Sulfato de maqnes: io anhidro 

Cloruro de sodio 

Fosfato =onos6dico monohidratado 

OTROS COKPtlESTOS 

L-glucosa 

Rojo tanol 

Preparación del M•dio: 

CONCENTRACION 

(:ig/•l) 

200.00 
0.10 

400.00 

97.67 

6400.00 

125.00 

CONCE!ITRACION 

(m9/ml) 

4500.00 

15.00 

Se mide un volw:ien de agua bidestilada St menor al volumen 

de medio total deseado, para ello se utilizan dos matraces. 

Se adicionan 13.4 9/l del Medio de Eagle en polvo (Gibco 

Laboratorioa, USA), se agita suavemente y se aqregan 3.7 9 

da bicarbonato da aodio, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml 

de estreptomicina. Se complementa el volwnen deseado con 

aqua bidastitada, aa ajuata el pH entre 0.2 y 0.3 menos dal 

que ae deséa (7.2) con ácido clorh1drico. Posterioniente 

•• eateriliza por filtración con C02 y una =eiü>rana de poro 
de 0.22 µ (Xillipora, USA). 



U'IDltlICll 11 

80LDClOM JUCORTlGDlUlOll.1' D• ro&FATO& 

Esta solución se utiliza para mentener a las células en 

condiciones fisiológicas estables por periodos cortos de 

tiempo. La capacidad amortiquadora es dada por las sales de 
fosfato. 

SALES 

Cloruro de sodio 

Cloruro de potasio 
Fosfato conoAcido de sodio 
Fostato diácido de potasio 

CONCE!ITRACION 

(g/l) 
s.oo 
0.20 

2.16 

0.20 

Se dilu)•en las sales en 900 al de ac;ua bidestilada, se 

ajusta a un pH de 7.2 a 7.4 y se afora a un volumen de 

l. La solución se esteriliza con •embranas de 0.22 µ 

(Killipore, USA) y se almacena a 4•c hasta su uso. 

UDIDICll IIl 

SOLOCIOM DB ALSBVER 

Esta solución per:ite mantener a los eritrocitos de 

ca.mero en condiciones establea aproximadamente durante 30 

diaa a una te:peratura da 4•c. La sic;uiente formula es una 

modificación de la fórmula original de Alsever. 

COMPUESTOS 

Dextroll.a 

CONCE!o"TRACION 

(g/l) 
20.50 

Citrato de sodio dihidratado 

Acido citrico monohidratado 

a.oc 
0.55 

En 900 ml de agua destilada ae disuelven sucesiva.ente 

u ajusta aun pH de 6.1 y 

La solución se esteriliza •n 
haata au uso. Esta aolución 

cada una de las sustancia•, 

posterior=ante •• afora a l l. 

autoclave y •• almacena a 4•c 

se utilizó para colocar los 

proporción l:l v/v. 

•ritrocitoe de carnero an una 

IJ 
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