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L RRSUKEN

Actuaimente se sabe gue la Interleucina 1 {IL~1) es una
molécula gue interviene en miltiples procesos blolégices que
forman parte de los necanismos de adaptacisn del individuo
a condiciones de “stress"; se sabe tambidn gque scla, o en
combinacidn con otros factores da cracimiento
hematopoyética, ' induce la proliferacién y diferenciacisén de
células precursoras hematopoydéticas.

Tomando en cuenta la importancia que tienen los receptores
Po  {FCR) en células mieloides para la defensa dal
arganismo contra agentes infecciosos, en este trabajo se
procedisd a determinar el posible papel inductor de Il-1 de
las .dos formas hasta ahora descritas (alfa y beta), en la
expresidn de receptores Fc an macréfagos Yy granulocitos
normales da la cavidad peritoneal de ratdn a través de la
téecnica de formacidn de rosetas con eritrocitos activados
con anticuerpos.

Los resultados obtenidos demuestran gue tanto Il-1 alfa
copo IL~1 beta inducen 1la expresién de FcR en macréfagos
residentes, pero no en granulocitos; ademas se aportan
evidencias de que estos receptores son de tipo I y II. Por
otre lade, tomando en consideracidn que Interferon gama (IFNY
) ha sido descrito como inductor de FcR en este tipo de
células, se procedisd a evaluar si ambos tipos de factores
coppartian el wmismo recaniaze de induccidén. Nuastros
resultados indican gue probablemente el =mecanismo de
induccién de IL~1 & INFy sean diferentes pues INFY &6lo
indujo receptores Fc del tipo I en los macréfagos Yy
granulocitos. Adenmss se examina la posibilidad de que el
Inductor da Receptores Fc producido por células macrofégicas,
deserito anteriormente (PcRI), e IL-1 sean 1a misma molécula
¥a gue se obtuve que el medio condicionado de macréfagos gue
contiene FcRY es inhibido por el antlicuerpo anti~IL-~1.

Finalmente, se discute 1la posible utilizacién de IL-1
como un agente profiladctico para individuos copn alto riesgo
de infecccidn, asi como terapéutico en problemas de
inpunodepresidn, ya que su capacidad de induclir receptores
para Fe propeorciona a los leucocitos, encargados de la
defensa inmune contra cuerpos extrahos, la capacidad de
fagocitarlos y dsstruirliocs.



INTRODUCCION

La produccidén de células sanguineas gue se lleva a cabo en
la médula dsea « través del procesco de hematopoyesis es
regulada por wn grupo de factores de crecimiento
hezatopoyético conoci_dos como Pactores Estimuladores de
Colonias (CSFs, del inglés Colony Stimulating Pactors), que
intervienen en los procesos de proliferacién y diferenciacidén
de las células nieloides (1).

Dentro del grupo de células sanguineas, los macréfagos -y
granulocitos se constituyen <como tipos celulares muy
importantes ya Qque a través de sus capacidades fagociticas
participan de manera relevante en los mecanisnos de defensa
del organismo (2). Para que estos tipos celularas lleven a
cabo adecuadamente sus funciones es necesario gque se
encueantren diferenciados Y una caracteristica de
diferenciacién muy importante en éstos, es la axpresién de
receptores para la fraccidn cristalizable de las
inmunoglobulinas (FcR), los cuales se encuentran involucrados
en los procesos de eliminacidn de agentes extrafios o
patégenos (3).

A pesar de gue durante algun tiempo se pensd que los CSFs
eran los unicos responsables de incducir las propiedades de
diferenciacisén gque caracterizan a una célula wadura,
recientemente se han descrito moléculas diferentes a los CSFs

que inducen la diferenciacién de células mieloides: entre



estas wmoléculas se encuentran el PFactor de Crecimiento
Transformante, el Interferon gama y el Inductor de Receptores
Fe (4-6), que comparte caracteristicas wuy aimilares con
Interleucina 1.

El presente trabajo se llevé a cabo con la finalidad de
determinar el papel de Interleucina 1 en la induccién a la
expresidn de FcR en macréfagos y granulocitos de la cavidad

peritoneal de ratdn.



MARCO TRORICO

EEMATOPOYRSIS Y FACTORES DR CRECIMIENTO

La sangre es un tejido constituido por liquido y elementos
formes; el liquido es el plasma sanguineo y los elementos
formes las células sanguineas (7).

Entre los componentes celulares de la sangre se incluyen
distintos tipos celulares especializados como los eritrocitos
© glébulos rojos, relacicnados con el transporte de oxigeno:
las plaquetas, involucradas en los procescs de coagulaciénAy
los leucocitos © glébulos blancos (linfocitos,
granulocitos, monocitos y macréfagos) que intervienen en las
respuestas inmunaes e inflamatorias (8,9).

Debido a gque 1la w®mayoria de las células sanguineas
tienen un promedio de vida muy corto, los diferentes tipos
de células maduras que aparecen en la corriente sanguinea
son producidas de =manera continua en la wmédula Osea a
través del proceso conocido coro hematopoyesis (10). Este
proceso es gobernado por una compleja red de factores
regquiadores y miltiples interaccicnes celulares gque permiten
mantener una elevada tasa generacional de células maduras
asi como la adaptacién de la produccién de células
sanguineas a las necesidades del organismo: por ejemplo,
aumentar la produccién de granulocitos durante una infeccién

{11}.



FIGURA 1
DIAGRAMA GENERAL DEL PROCESO HEMATOPOYETICO

COMPART DMIENTO UE COMPART IMIENTO DE CELIKAS
CELLAS TALLO CELALAS PROGENTTORAS MAIXIRAS
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CFU-S: Unidadies Prmadoras de Colonias del Bars; CFU-mix: OBlulas multipotenciales oon capacidad & producir
colonias 10 vitro que contienen oflulas de varios linajes mieloides; G4-CFU: Oflulas bipotantes capsces de
peodr-ir tanto macrSfagos camo neutrdfilos, estas cElulas dan origen a precuzrsaores de neutréfilos  {(G-CPU)
y de macrSfagos (M-CPUY; BRAME: Oflulas eritroides que prolifersn in vitro para producir (FU-E, las cuales
responden & eritrapoyetind y dan origan a los eritrocitos madurom; Fos~CPU: Oflulas que originan colonias de
cominfilon; Meg=(PU: Oilulas progenitaras de plaguetas;: todd esto oourre en la mhdula Sees. lLas oflulas
pre=T aigran al timo donde proliferan y se desarrolian en linfocitos T saduros irmuno activos. Les  oflulas
pro-8 se desartollan en 1a mfdula Seea y originan linfocitos B madros.
| tomadc de: Dexter ™, 1989, (Ref.135)




En relacidn al origen de las células sanguineas, se ha
demostrado la existencia de una ceélula precursora comun
para todos los tipes celulares sanguineos; esta célula, gque
tiene una gran capacidad de autorrenovacién se conoce como
célula tallo pluripotencial (12). Estas células progenitoras
fueron identificadas por primera vez en experimentos
de reconstitucién, donde se transplantaban células
normales de médula ésea a ratones letalmente irradiados, en
los que después de B o 9 dias se observaba la formacion in
vivo de colonias en el bazo. A la poblacion de células
tallo pluripotenciales, responsables de la formacién de
estas colonias se les llamd operacionalmente Unidades
Formadoras de Colonias de Bazo (CFU=-S, del inglés Colony
Forming Unit-Spleen) (13).

A partir de las CFU~S se originan las células talloe
pultipotenciales o Unidades Formadoras de Colonias Mixtas
(CFU~mix, del 1inglés Colony Forming Units Mixed) las que
al proliferar y dependiendo de las condiciones de
cultivo daran origen a los precursores de los distintos
tipos celulares sanguineos. Cabe sefalar que a medida gque
una célula precursora se diferencia, eésta se ve disminuida
en su capacidad proliferativa (14). En la figura 1 se
esguenatiza un diagrama general de la hematopoyesis.

Actualmente se sabe que lcs procesos ds
multiplicacidn y diferenciacién de las células sanguineas
Tequieren de mecanismos reguladores Gque ®mantengan el

equilibrio entre el nimero de células indiferenciadas y el



de células maduras (1).

Una parte de estos wmecanismos reguladores estd dada
por los factores de crecimiento hepatopoyético (1S), gque son
producidos tanto por células mieloides como neo mieloides
(16} . Otros mecanismos requladores estin representados por
evantos biogquimicos y moleculares intracelulares y factores
externcs como las interacciones célula-cdlula, componentes
de la matriz extracelular y sefales fisicoquimicas humorales

{17). Entre los factores de creciplento ge encuentra una

familia de glicoproteinas conocidas coto Factores
Estimuladores de Colonias (CSFs, del inglés, Colony
Stimulating Facters). Entre estos, los cuatro mejor

caracterizados son el Factor Estimulador de Colonias de
Granulocites {G-CSF, del ingles Granulocyte—Colony
Stimulating Factor) y el Factor Estimulader de Colonias de
Macrofagos (M-CSF, del inglés Macrophage-Colony Stimulating
Factor); relativamente especificos para los precursores de
los linajes granulocitice y monocitice respectivamente; el
Facter Estipulador de Colonias de Granulocitos y Macréfages
(GM-CSF, del inglés Granulocyte-Macrephage-Celony Stimulating
Factor) y la Interleucina 3 (IL-3), los cuales actian
sobre c¢élulas precursoras que dan origen a granulocites,
monocitos, eosindfilos, megacariocitos, basafilos b
eritrocitos, bajo las condiciones de cultivo adecuadas
{18,19). Ademds de estos factores, se encuentra 1la
Eritropeyetina (EPO), que regula la produccién de eritrocites
(29).



Recientaementa se ha demostrade que otros factores
también son capaces de actuar sobre pPrecursores
hematopoyéticos por ejexplo, Interleucina 1 (IL-1) gque actua
sinergisticamente con algunos CSFs para estimular 1la
proliteracidn de células tallo multipotenciales (21). De
ia =misma forma, se ha denostrado gue Interleucina 4 (IL-
4} Junto con diferentes CSFs puede aumentar o disainuir
la formacioén de colonias por parts de codlulas progenitoras
{22)y. Por otro lado, Interleucina & (IL-§) puede mejorar 1la
praoliferacién de precursores depandientes de IL~-3 (23) ¥y
finalmente, se ha reportado gue Interleucina 5 (IL-5) actia
como un estimulador especifico de la formacidén de colonias
de eosindfilos (24)}. En la figqura 2 se esquematiza el nivel
al gue actian estos factores durante el desarrollo de las

células mieloides.

MACROFALOS

La reaccidn a2 canbios en el balance hoemeaostatico
inducidos por una infeccidn es caracterizada por una serie
de eventos wmuy complejos, pero cuidadosamente
orquestados. Las células involucradas en este proceso se
comunican entre ellas y/o con el ambiente celular por sSedio
de Tedes multidireccionales de sefiales biloldgicas
{(interacciones célula-célula, produceidn de wmodificadores

biolégicos), gque inducen, amplifican o supripen respuestas
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Figura 2. h;u.la:x&: del desarrollo de oflulas mieloides por factores
de crecimiento hematcpoyetico. (IL), Interlewcina; (CFU),
Unidad Pormadra de Colonias; (MEGA), megacariocitos; (E) ,
Pritrocitos;  (PRO), Pramielocito; {MONOY} , Moncblasto;
(GRAN), Gramulocito; (MAC), Macr&fago.
Tamado de: Gabrilove JL, 1989. (a:t 136)



particulares. Entre las células invoclucradas en este proceso,
se encuentra una célula nuy importante: el wmacréfago, que
junto comr los monocitos circulantes, forman el sistema
fagocitico mononuclear, que es considerado como uno de los
sistemas fagociticos celularas mas importantes del
organismo (25,26).

Filogenéticamante, los fagocitos mononuclearas son
céliulas rpuy primitivas, ya gque células hondlogas a2 éstas

pueden encontrarse en forwmas de vida muy priwmitivas y un

simple protozoario come una amiba, tiene una gran
gimilituad con el macréfage de un marnifero (26).
Ontogénicamente sl macrdéfago tiene su origen en 1los

islotes sanguineos del saco vitelino durante la etapa
enbrionaria (10), perc hay svidencias de que en adultos,
los macréfagos y también los granulecitos se derivan de una
célula progenitora comun en la médula odsea (27). Este
precursor comén (identificado in wvitre unicamente) es
conocido como Unidad Formadora de Colonias de
Granulocites y Macréfagos (GM-CFU, del inglés Granulocyte
mcrophaqe-cfolony Forming Unit) debido a su capacidad para
originar colonias de macréfagos y granulocitos en cultivos
de nédula osea (28). A partir de la GM-CFU, los fagocitos
mononucleares forman una linea celular que se inicia con e}
monoblasto! en ratdén, la duracién del cicle celular del
monoblasto es de casi 12 h y esta célula, por divisién,
da origen a dos promonocitos, los cuales son los primeros

precursores de los fagocitos mononucleares morfolégicamante
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idantificables (27,29).

El promonocito es una célula de aproximadaments 10 a
18 " de diametro, tiene un aparato de Golgi bien
desarrollado Y contiene granulos de peroxidasa;
presenta una capacidad fagocitica poco desarrollada Y
pocos receptores para la porcién Fc de las inmynoglobulinas
G, esta ceélula también se divide una vez (con un ciclo
celular de 16 h) y origina a dos monocitos (27,29).

El monocito maduro tiene un di&metro aproximadeo de 12 a
20 u vy presenta generalmente un nuicleo ovalado o en forma
de herradura; el nucléclo no se observa Y la cromatina
no esta muy condensada; el citoplasma es grisacec o
azulado y ocasionalmente presenta vacuclas con granulos
de percxidasa (30). Hasta este momento, desde el
monoblasto hasta el monocito, se han formado cuatro tipos
‘celulares diferentes: sin embargo, en la médula dsea ya no
se llevan a cabo pis divisiones de este tipo Y los
nonocitos abandonan al azar la médula ésea, para dirigirse a
sangre periférica, dentro de las 24 h después de que han
sido formados (31).

Los monocitos pexmanecen en circulacién durante un
tiempo aproximado de 17 h y después dejan este compartimiento
para 1llegar finalmente a los tejidos donde madurarin hacia
macrédfagos (31).

Los macréfagos representan el estado final de maduracidn
de los monocitos (32). Estas células tienen un dismetro de 20

a8 B0 u y se caracterizan por posear un nucleo vesicular

1



grande con miltiples nucléalos: el citoplasma es abundante y
con gran cantidad de grdnulos, poseen también mitocondrias
grandes Yy vacuolas digestivas que contienen materiales
muy diversos (33,34). La figura 3 puestra una representacion
esquemdtica del desarrcllo de los macréfagos.

Desde el punto de vista funcional, las actividades de los
fagocitos mononucleares se centran en 5 dreas principales:
1) Participan en la defensa del organismo contra
microorganisacs. Estas células no s8d8lo actian como
iniciadores de la inmunidad especifica (nediada por
anticuerpos), y la inmunidad inespecifica (independiente de
anticuerpos), sino gqua también come células efectoras en
la eliminacién de agentes patdgenos una vez gque se ha
agtablecido al procass inmunclégico (25).

Las reaccionas citotéxicas de los macréfagos son
nunerosas y entre los efectoras citotéxicos a través de los
cuales lleavan a cabo estas reacciones se incluyen las enzimas
lisosomales Yy una amplia variedad de productos téxicos
secretados al medio extracelular como proteasas, especies
reactivas 'de oxigenc, prostaglandinas, peroxidasa Y
factores del sistema del complemento {35).

2) Son los principales elementos celulares involucrados
an la eliminacién de células dahadas, senescentes © muertas;
matabolizan ademiAs restos orginicos y eliminan materiales

inorgé&nicos (26).
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Figura 3. Rep acién Stica del origen, desartollo y destino de los fagocitos monomcleares. Los
mitcsuaiqimmhmmamu&mlmmas (monoblastos y promonacitos), de
mlpaanasangremfu-mad::ﬁcunﬂanhasuqmnaganaLost.ejxthsysecamenma\ macTOf agos
los cuales pueden mocir ahl {+) o migrar a Ios nSdulas linfiticos, espacios afrecs, otIoe tejidos o sangre
periférica.

Tomado de; Van Purth R and Sluiter W, 1985, (Ref.137)
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3) Participan an interaccicnes celulares bidireccionalss con
los linfocitos, 1los cuales son importantas en las funciones
inzunes humorales y celulares (36). '
4) Producan materiales bicactives importantes en la
requlacidn de otras funciones celularas; entre estos
facteres se {ncluyen TFactores Estisuladores de Colonlas,
tactores del coxmplexento, factores activadores de
linfocitos y prostaglandinas (35).
5) Son tamdién importantes en el control de necplasias, pues
pueden activarsa y hacerse citotéxicas contra células
tumorales (37).

la habilidad de los macréfagos para participar en astas '
furnciones no es constitutiva sino que se adquiere en
respuesta a seiales extracelulares; este proceso de
desarrollo se conoce como activacién y se define como 1la
adgquisicién de 1a capacidad para llavar a cabo funcionas
citoliticas. De =manera genaral, 1la activacién de los
Bacréfagos produce un aurento o dismimicién de las
capacidades bioquimicas y <fisloldgicas requeridas para 1la
ejecucisn de ciertas funciones en particular (38). De esta
forma, durante la Tespuesta inmune los macréfagos sufren
un azplic rango de cambios entre los que se incluye niveles
altos de clertos componentes de la wmexbrana celular coao
receaptores para la fraccion cristalizable de las
innunoglobulinas (FcR, del inglés Fc Receptor) y aumento an
la capacidad fagocitica, de adherencia y en la secrecion de

enzimas (32,34).
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GRANULOCITOS

los granulocitos o células polimorfonucleares, considerados
como el sequndo sistema fagocitico celular del orga.nim. e
originan al igual qus los macréfagos, da la cdlula
precursora GM-CFU (28). los mieloblastos, considerades
las células mis primitivas del 1linaje granulocitico sa
dexivan de la GM-CrU. Estas <células se caracterizan per
poseaer un nicles redondo © ligeraments ovalado con uno o
raAS8 hucléclos Y de tamafio grande en ralacién con el
citoplasma. Este wltime sa tifia de color intenso y
no presenta inclusiones citoplasmAticas (39). A partir
da los mieloblastos ss originan los promielocitos, células
relativamente grandes (15 p' con un niclec muy similar al
de los mieloblastos pero reconocidas por sus
prominentes granulos citoplasaiticos (grénulos azuréfilos)
que contienen peroxidasa y que se tifien de un color morade
intenso (40).

Conforme estas células maduran y dan origen a los
nmielocitos, las granulacicnes pierden sus propiedades
azurofilicas, se hacen neutrofilicas y son tedidas tanto por
colorantes Acidos como bisicos. EBstas granulaciones son
eépeciﬁcas para neutréfilos y permiten distinguir a éstos
de otros granulocitos (eosindfilos ¥ basofilos) que se
caracterizan por sus propios granulos (41).

Posteriormente, los mielocitos originan a los
netazmielociteos, considerados como los precursores

inmediatos de 1los granulocitos maduros. Los metanielocitos



son ceélulas que ya no se dividen y que son fAcilimente
reconociblaes por su nucleo indentado © en forma de
herradura y sus nmiltiples grinulos neutrefilices. Pinalmente,
la forma madura tipica, gque es precedida por una célula con
nucleo en forma de banda, presenta un nuclec multilobulado y
denso Yy un citoplasma palido con finos granulos violetas
(38). En la figura &4 se asquematiza el

desarrollo da las células granulociticas.

En cuanto a su funclonalidad, el papel principal
de los granulocitos es la localizacién y eliminacién de
microorganismos. Para ello, el granulocito, primero debe
alcanzar el sitio de 1la infecclén (a través de quimiotdxis),
después ingerir al microorganismo (fagocitosis) y finalmente,
eliminarloc [ evitar su replicacién (muerte del
microorganismo) .

La fagocitosis, que se ilustra en la figura 5, es el
proceso de ingestioén de una particula por una cé¢lula.
Durante este procesc, el granulocito hace contacto con la
particula, sste contacto puede ser mediado a travéds de
receptoras Fc de la membrana del granulocito que reconocen
las inmunoglobulinas que cubren a la particula; después de
esto, la supsrficie de la membrana se invagina Yy
englecba a la particula formando una vacucla a la cual se
fusionan diversos granulcs de la célula, descargan sus
contenidos enzimAticos y dastruyen a la particula.
Finaloente las enzimas digieren a la particula dentro de la

célula (43).
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Figra {. Rgcreersac:fn 3 1xs clapas dn madraciin de las oflolas gqrammlocivicas.
fomsdo &r: Cline M3, 1975 (Ref.29)
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Pigura 5. Representacifn del proceso fagocitico. Una partfcoula opsonizada, por
ejemplo wna bacteria (B),esrmmagxn'lmzmi‘cdela membrana
celular del granulocito. Posteriormente, la célula invagina su nemehrana y la
pnrt;mhesarglcbadammmnlafaqmim Agunos gramulos (G) d& la
cdlula se fusionan con la vacugla y deacargan sus contenidos. Finalmente la
particula es muerta y digerida.

Tomade de: Cline MY, 1975 (Ref. 43)
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INTERLEUCINA 1
Es conocido que los monocitos y macrdfagos juegan
papelas muy importantes en la regulacidn de ;liﬂ:rentes
funciones celulares debido a qQue producen y liberan una
gran cantidad de productos cuando son estiaulados por
sustancias como les lipopolisacaridoes. Entre los
productoes aecretados por los macréfagoe se ancuentran los
coaponentes del sistema del complemento, factores de
coagulacion, =iltiples enzimas, inhibidores de enzimas y
citocinas, proteinas de la wmatriz extracelular, hormonas,
compuestos reactivos de oxigene y nitrdgens ¥y algunas
citocinas zuy importantes (44). Tabla i.
lLas citocinas son transmisores de las comunicacicnes
célula-célula en »nuchos procesos fislolégicos y de hecho se
ha sugerido que estas proteinas plurifuncicnales actdan
conme nediadores y wmoduladores de procesos biolégicos
esenciales, principalmente aguellos relacionados con el
crecimiento y la diferenciacién celular (45). Una de estas
citocinas es Interleucina 3} (IL-1).
1a identidad “real* de IL~1 ha sido un tema
controversial durante muches afios Y debido a esto, se han
atribuide actividades bioldgicas parecidas a las de IL-1 2
diferentes mnoléculas derivadas de una gran cantidad de tipos
celulares (¢8).
Los primeros estudios sobre IL-1 datan de 1953 cuando,
Bennet Yy Besson (47} describieron un =material pirogénice

producido por leucocitos activados gue llaparon Pizdgene
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TABLA 1

PRODOCTOS SECRETADOS POR MACROFAGOS

HORMONAS POLIPEPTIDICAS

Interleucina 1, Pactor de Necrosis Tumoral, Interferdn alfa, Pactor
de Crecimiento Derivado de Plaquetas, Pactor de Crecimiento de Fi-
hroblastos, factores activadores de fibroblastos, Pactor de Creci-
miento Transformante, Timosina, Eritropoyetina, Factores Estimulade
res de Colomias de Granulocitos y Macréfagos, Factor Activador de Ta
monocitopoyesis, Beta-endorfina, Hormona Adrenocorticotropica, Fac-
tor Activador de Neutrdfilos.

COMPONENTES DEL COMPLEMENTO

Componentes C}, €4, €2, €3, €5 de la ruta clisica; Pactor 8, factor
O y properdina de la ruta alternativa; inactivador del componente C3

FACTORES DE COAGULACION

Protrombhina, Factores IX, X, V y V11, Protrosbinasa, Activador plas-
mindgeno y su inhibidor, inhibidores de la plasmina

ENZIMAS

Miltiples proteasas, lipasas, enzimas lisosomales e didrolasas asi como sus inhi-~
bidkxres.

PROTEINAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

Fibronectina, proteinas de enlace, proteoglicanos.
QLIGOPEPTINCS BIGACTTVS

Glutatifn
LIPIDQS BIOACTIVOS

Prostaglandinas, trosbhoxanas.

HERMONAS ESTERXES
PORINAS

INTERMERTARIOS RERCTIVOS DE (OGEND
INTERMEDIARIOS REACTIVOS DE RITROGNO

Tomada de: Rathan CF, 1987 (Ref. 44)



Enddgeno (EP,dél inglés Endogenous Pyrogen). Mis tarde, en
1972, Gery Yy Waksman (48) describieron una molécula,
producida por macréfagos peritoneales de ratén, que aumentaba
la proliferacisn de timocitos en respuesta a dosis
subdptimas de nitégencs cozo la Concanavalina A y la
Fitohemaglutinina, ellss 1llamaron a esta molécula Factor
Activador de Linfocitos (LAF, del inglés Lymphocyte
Activating Factoer).

En 1974 el grupo de Murphy (49), llevandoc a cabo la
caracterizacidn del EP, demostrd que esta molécula tenia un
pesc molecular de 14 a 17 kilodaltones (kD). Al mismo
tiempo, Dinarellec y su grupo describieron 2 formas de EP
producidas por =onocitos humanos, una con un punte
isceldctrico (pI) de S y la otra de 7 (50).

De esta aanera, IL-1 ha sido referida en 1la literatura

por diferentas nenbres, los cuales describen diferentes
actividades de esta proteina; algunos sindnimos de IL-
1 incluyen: Pirogeno Leucocitice, Mediador Enddogeno

Leucocitico, Factor de Proliferacién de Timocitos, Proteina
Mitogénica, Factor Reemplazante de células T, Factor
Activador de células B, Factor Diferenciador de células B,
Factor ~de células Mononucleares, Factor Activador de
Osteoclastos y Factor Inductor de la Protedlisis de Misculo;
sin embargo, en 1979, los inmunélogos decidiercn nombrar a
todos estos factores, en bass 2 sus similitudes blolégicas y

biogquinicas, Il-1 (51).

21



A pesar del avance de los estudios anteriores, las
controversias sobre IL-1 comenzaron a resolverse por completo
cuando en 1984, Lomedico et al (52); desctibierén. en la
linea celular murina da tipo pacrofigico P388D.1, 1la
clonacién de un tipo de IL~1 de pI de 5; poco después,
Auron et al (53) aislaron, en monocitos de sangre periférica
humana, el DNA complementario gque codificaba para el
precﬁt:or de IL-1, este precursor de 31 aminodcidos,
inclufa los aminocAcidos contenidos en la IL-1 de 17 kD y pI
de 7. Postericrmente, en 1985, March y su grupo (54) aislaron
2 DNAs complementarios de células wsacrofagicas humanas
que codificaban para proteinas con actividad de IL-1.
Estas dos moléculas, actualmente conocidas como IL-1 alfa
(IL-1 a2 ) e IL-1° beta (IL~18), muestran una gran homologia
con la forma murina de pI 5 y c¢on la humana de pI 7,
respectivamente (54).

Finalmente, en células humanas se han secuenciado los
genes gque codifican para ambas proteinas, estos genes se
hallan localizados cerca de 1la rTegién 2q 14 del brare
largo del «cromosoma 2 Y 1las proteinas para las cuales
codifican {IL-1 a2 e IL~-13) sdélo muestran de 20 a 30 % da
homologia (46,55,56). Esta homologim se da en S regiones
(llamadas de la A a la E) las cuales pueden representar
los sitios activos de la molécula y =muy probablemente, 1la
regién € (aminosdcidos 150-162) y la D (aminoAcidos 165-186)
contengan los sitios =minimos de reconocimiento para su

receptor (57).



Las dos formas de IL-1 son inicialmente sintetizadas como
péptidos precursores de 31 kD (271 aminodcides para IL-1 Y
259 para 1IL-1 ), pero debido a rupturas de estoa. péptidos
con proteasas de serina (58), las formas maduras de 17 kD
constan de 159 aminocAcidos (del 113 al 271 en IL-1g } y 153
amincadcidos (del 117 al 269 en IL-13) (59).

A peaesar de gue la forma de 17 kD es la mds cosin, se han
descrito péptidos con actividad de IL-1 de pesos moleculares
de 2, 4, Yy 310 kb {considerados como productos de la
ruptura proteclitica de la molécula de 17 ¥D), hasta péptidos
de 75 XD (los cuales que raepresentarian una forma agregada
de la wnmolécula); estos péptidos bhan side aislados da‘
mwonocitos humanos, plasma y orina (60-62).

Una caracteristica interesante de IL~1 es que carece de
la secuencia hidrofébica caracteristica de las proteinas de
secrecién, de panera gue, no es claro el mecanismo a través
del cual IL-1 es llevada fuera de 1l1la célula, Algunas
evidencias tales como la ausencia de IL~1 en el reticulo
endoplasmitico y su presencia en el citoscl y fracciones
lisosonmales, hacen suponer gque IL-1 est&d asociada y es
liberada a través de vesiculas lisosomales (63).

Por otra parte, a través de estudios de determinacién

especifica de IL-l1 a5 e IL-13 por las técnicas de Western

Blot, inmunoprec¢ipitacién y radicinmunoensayo, se han
aportadc evidencias de que al r»enos en células
mononucleares huranas, IL=-1 a persanece asociada a 1la
membrana (64), mientras que IL-13 es liberada al medio



axtracelular (65,66). Estos hallazgos indican que IL-1a muy
Probablementa puede desencadenar una respuesta inmune local
estimulandoe a los linfocitos a través de interacciones
célula-célula; mientras que IL-1 & preferencialmente
ejerce efectos sistémicos una vez gue es liberada por la
célula y entra en la circulacién (67).

Otra caracteristica muy interesante de IL-1 @8 que a
pesar de que sus dos formas (g YE ) muestran una baja
homologia, ambas compiten por el mismo receptor en diversos
tipos celulares tales como monocitos, macréfagos,
neutréfilos, linfocitos T y B (68). Este receptor fue
purificado en 1la linea de células T EL4 de ratén, pesa 80
kD en su forma glicosilada y estA formado de tres dominios:
uno axtracelular de 319 amincdcidos, uno transmembranal de 21
y uno citopleswético de 217. Algo de gran importancia es
gue este receptor pertenece a la superfamilia de las
inmuncglobulinas {69,70). Adends de este receptor,
inicialmente considerado el unico, se han descrito otras
proteinas de enlace para IL-1, algunas de las cuales
presentan tna afinidad mucho mayor que el receptor
originalmente dascrito (71); ne piensa que estas proteinas
puedan representar un segundo tipo de receptores © que sean,
debido a los diferentes pescs moleculares que presentan,
productos de la ruptura o agregacién del receptor de 80
kD (70). De hecho, reclentemente se ha demostrado que las
células B expresan un receptor que es distinto al gqus se

presenta en células T Yy fibroblastos; este receptor es Bds
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pequenio, no tiene reactividad cruzada y a pesar de que se une
con las dos formas de IL-1 , las afinidades de enlace
relativas son diferentes a las que se presenéan en las
células antes pmencionadas; por estas razones se considera
que estos receptores son productos de genes diferentes (72).
En cuanto a su produccidén, inicialmente se consideréd que
las células tfagociticas activadas eran 1las principales
prodﬁctc_ras de IL-1, pero actualmente sa sabe que esta
molécula es sintetizada por monocitos de sangre periférica,
wacréfagos alveolares, peritoneales y de bazo, células de
Kupffer y células de médula Osea. Ademis, algunos tipos
celulares no tagociticos cOoRO los fibroblastos, A
queratinocitos, osteoclastos, astrocitos, células B,
células agesinas naturalas (NK), microgliales, cornealess,
gingivales, epiteliales, endoteliales, de Langerhans y de
misculo liso también producen IL-1: existen evidencias de
que practicamente todos los tipos celularea nucleados
producen IL-1 (46,73, 74). Sin embargo, sea considara que
los monocitos y macréfages son la fuente principal de IL-1
debido al alto numero en que Be presentan estas células en
el organismo, a su habilidad para producir grandes
cantidades de esta molécula Yy a su capacidad para procesar Yy
saecretar a los precursores de IL-1 de una manera nmas
efectiva que otros tipos celulares (73).
La produccién de IL-1 es estimulada por 1inductores
inmunolégicos entre los gque se incluyen linfocites T

activadoes, corplejos inmunes, productos nicrobiales,
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levaduras, virus y lectinas, asi como agentes inflamatorios
(73). Probablemente las endotoxinas, en particular 1la
polécula de lipide A (componente activo de los
lipopelisacaridos), sean 1les activadores =mais potentes de
la produccidn d; IL~1 en los fagocitos mononucleres (75).

La informacidén que se ha generado sobre IL-1 ha permitido
considerar a dsta como una molécula altamente
pleiotrépica, debido a que se le han atribuido nis de 50
efectos bioldgicos en diferentes tejidos y tipos celulares
y ademds se ha demostrade gue esta molécula no es especie-
especifica sinc que puede cruzar con diferentes sistexmas
bioldgices (59). Alguncs de los efectos de Il-1 se listan en
la tablas 2 y 3.

La mayoria- de las actividades de IL~1 nuestran una
caracteristica comin, todas son parte del complejo grupe de
respuastas conocido como respuesta da fase aguda, que lleva a
cabo el organismo ante invasiones microbiales, reacciones
inmunclégicas y procesos inflamaterios. Finalmente, el hecho
de que 1IL-1 se haya conservado a lo. largo del proceso
evolutivo sugiere gue su funcidén esencial es la de actuar
core un orguestador de 1los mecanissos adaptativos del
individuo (75).

Actualmente la investigacién en torme a IL-1 se ha
dividido en dos grandes campos: unco donde se estudian los
potenciales efectos benédficos de IL-1 en los necanismos de
defensa del organismo; y otro, donde se buscan las maneras de

bloguear la produccicn y/o actividad de IL-1, pues muchas de
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TABLA 2

EPECTOS IN VIVO DE INTERLEUCIRA 1

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Induccidn de fiebre
Sfintesis de prostaglandina B2

Incremento en la produccidn de adrenocorticotropinas
Disminueisén del apetito

EFECTOS HEMATOLOGICOS

Neutrofilia
Estimulacién de los progenitores hesatopoyéticos

Incremente en la produccidn de Pactores Estimuladores de
Colonias

EFECTOS METABOLICOS

Produccién de proteinas de fase aguda
Disminucién de la sintesis de albimina
Aumento de los niveles de zinc y hierro
Incremento en la produccibn de insulina
Incremento en la excresifn de sodio

SISTEMA VASCULAR

BipotensiSn y shock

Preduccidn de prostaglandinas

Aumenf,o de la adherencia de lencocitos
Disminucidn de la resistencia vascular

Tomada de: Schindler R, and Dinarello CA, 1990 (Ref.59)
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TABLA 3
EFECTOS IN VITRO DE INTERLBUCINA 1

CRECIMIENTO CELULAR
Fibroblastos, queratinocitos, células mesangiales, células
gliales, células T, c&lulas B, precursores hematopoyéticos
EFBECTOS CITOTOXICOS
Citotoxicidad para c&lulas tumorales, células B de islotes
pancréaticos y tirocitos
EFECTOS INMUNOLOGICOS

Induccidn de la produccidn de citocinas activadoras de
linfocitos

Activacidn de células asesinas naturales en sinergismo con
Interxleucina 2 e Interferones

Induccibn de receptores para Interleucina 2

Induccién de la produccidn de anticuerpos por cflulas B
Quimiotixis de células Ty B

Incremento de la citotoxicidad de macrSfagos

Activacidn de linfocitos T y B

BFROTOS INFLAMATORIOS
Induccidn de la sintesis de colagenasa
Resorciés de huesos

Induccién de la produccidn de prostaglandina E2 en
fibroblastos, macrdfagos ycélulas endoteliales

Liberacidn de histamina por basbBfilaos y degranulacidn de
eosindfilos

Liberacidn de tromboxanos por neutréfilos y monccitos
EFECTOS EN TEJIDO VASCULAR
Proliferacifn de células de miisculo

Induccidn de la actividad procoagulante y adhesividad de
células endoteliales

EFECTO SOBRE OTRAS CITOCINAS

Induceibn de la produccién de Interleucina 1, 2 y 3, Factor
de Necrosia Tumoral e Interferon gama.

Tomada de: Schindler R, and Dinarello CAR, 1390 (Ref.5%}
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sus actividades bioldgicas estin asociadas con procesos
patoldgicos como la degradacién de tejidos y la diabetes
(70).

IMNUNOGLOBULIMAS

Las anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) son
macromoléculas de naturaleza proteica Que Se encuentran en
el suerc de los vertebrados superiores; estas moléculas
pertenecen al grupc de las y-globulinas y estdn representadas
por 5 tipos diferentes designades como IgA, IgDh, IQE, IgC e
IgM (76~78). Estos anticuerpos, a pesar de gque muestran
diferenciag, comparten una estructura bdsica y propiedades
quimicas generales muy similares (73).

La principal funcidén de las inmunoglobulinas es unirse
especificarnente a cuerpos extrarnos como toxinas,
microorganisnos, pardsitos Yy cdlulias propias danadas
(antigenos) y posterioraente, intervenir en 1los procescs
de inactivacidn y eliminacién de éstos (80).

En les mamiferos, la IgG es la immunoglobulina mds
inportante ya que representa alrededor de un 75% del total
de las inmunoglcbulinas y es de 1la que m&s 5@ conoce sobre
su estructura quimica y funciones bioldgicas (73).

En cuanto a la estructura de 1los anticuerpos, en su
forma zonopérica son macroacldculas formadas por cuatro
cadenas. En el caso de la IgG, la molécula se encuentra
constituida por dos polipéptidos idénticos de 23 kD, que se

conocen como cadenas ligeras (L), y 2 polipéptides de 53



kD 1llaxnados cadenas pesadas (H) (79). cCada una de 1las
cadenas ligeras estad unida a una cadena pesada a través de
enlaces no covalentes y también por un enlace disulfuro.
En esta wmolécula, 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 meolécula puede representarse en forma de Y (figura 6) con
el extremno azino terminal en la parte superior de las
cuatro cadenas Y el extremo carboxilico terminal de 1las
dos cadenas pesadas en la parte inferier (79). La regidn de
la molécula que incluye los enlaces disulfure entre las
cadenas pesadas se ccnoce come regién de la "bisagra™:
aderis se pueden encontrar grupeos carbohidrato unidos a las
cadenas pesadas ({82,83).

Algo importante es que al comparar las secuencias de
aminocicides de 1la mitad amino terminal de 1las cadenas
ligeras de diferentes inmunoglobulinas se encontrd que
estas secuencias presentaban una marcada variabilidad de
una nolécula a otra. En contraste, en la =mitad carboxilica
terninal de estas nismas cadenas ligeras, las secuencias de
aminoacidos eran idénticas. Estos dos segmentos de 1la
molécula recibieron el nonbre de regiones variables (VL) vy
regiones constantes (CL) de la cadena ligera
respectivarnente, Las secuencias de las cadenas pesadas
exhiben un patrén similar. La regién variable (VH) se inicia
en el extremc terminal amino y tiene una longitud similar a

la de las regiones VL de la cadena ligera; la regidn
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Fiqwa 6. Representacidn esquemitica de una anlécula de inmunoglaaline G,
Tomaly de: Massermn KL and Capra JD, 1977 (Ref.138)
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congtante (CH) es unas tres veces mAs larga (84). Estudios
miAs detallados damostraron gque la variabilidad de estas
regiones en las cadenas ligeras y pesadas se concentra en 3
segmentos de las regiones que se conocen como regiones
hipaervariables (85).

El tratamiento de estas mcléculas con enzimas comoe la
papaina corta la molécula en 3 fragnentos. Dos de éstos,
designados Fab (fracclones de enlace del anticuerpo)
contienen 1las regiocnas variables y 1llevan a cabo las
funcicnes de uniér con el antigeno. El1 tercer fragmento,
designado Fc (fraccion cristalizable) estia compuesto de 1la
regisn constante y lleva a cabo funciones efectoras tales
como la unién a los receptores de me=drana (86).

Finalpente, debido a que los extramss aminc terminales de
cada par de cadena ligera-cadena pesada conprenden los
sitios de enlace del antigeno, 1la heterogeneidad en las
secuencias de aminodcidos es wuy importante ya gue contribuye
a que se nmanifieste la gran diversidad de especificidades
por los diferentes antigenos con gque se enfrenta un

individueo durante su vida {79).
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RECKPTORES »C

Uno de los cambios mis notables gue sufren los macréfagos,
tante in vivo como in vitro, es la activacién hasta un estade
en el cual adquieren la capacidad de destruir microeorganismos
o células malignas. Esta activacién esta accmpana da de
cambios bioldéglcos y wmorfoldgicos, entre 108 que se
incluye la expresién de cliertos receptores de pembrana
(873.

Los Teceptores de membrana llevan 2 cabo funciones de

reconocimiento  requeridas para controlar las respuestas a

cambios en el microambiente celular (3). Entre los
diferentes tipos de receptores gque se expresan en la
mambrana de células fagociticas, encontramos a los

raceptores para la fraccisén cristalizable de las
inmunoglobulinas (FcR), quienes proveen un enlace importante
entre les componentes humcrales (anticuerpos} y celulares
(macréfages, granulocites, linfocitos) que participan en la
raspuesta inmune (88), ya gue constituyen el sitie
especifico de la membrana celular capaz de reconocer y
enlazar a la fraccién cristalizable (Fc) de de las
inmunoglebulinas (3).

ios FCR se detectaron por primera vez a inicios de los
afios 60’s en células macrofidgicas encontrandose también, que
astas células poseen la was alta densidad de estos receptores
de entre todos los tipos celularas gue topan parte en la
respuesta inmune {3,8%). A pesar de qus Se han descritoc los

FCR especificos para IgK, Igh e IgE (90-92), la mayoria de
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los astudios se han enfocado a conocer la biologia Y
bioguimica de 1los FcR para I1g6G, debido a que estos se
expresan en un numero relativarmente alto y a que se
encuentran ampliamente distribuides en wuiltiples poblaciones
celulares ().

Lo8 FcR han sido descritos en células norzales y
neoplssicas de diferentes especies incluyendo al humano.
Entre los diferentes tipos celulares que expresan FcR se
encuentran los linfocites T y B, <células NK, células
dendriticas, plagquetas, monocitos, macréfagos y granulocitos
{93). Ademas, también se han encontrado en células y
tejidos no relacionados coh el asistema inmune tales como
placenta, glomérulo renal, saco vitelino, cerebro,
esperzatozoides, fibroblastos infectados con citcomegalovirus
Y células endoreliales {3,94,95).

E1 hecho de gque los FcR se presenten en una asmplia
variedad de tipos celulares, suglere por una parte, gque
estos pueden desempefar papeles importantes dependiendo del
tipo celular en gque se expresen y del estado de
diferenciacién y por otra parte, que puede encontrarse una
marcada heterogeneidad entre estos receptores (3).
Actualmente se sabe, a través de estudios de clonacidn, que
ax{sten diferentes tipos de FcR y que #éstos pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas (93}.

En cuanto a su naturaleza quimica, a pesar de que la
mayoria de estudios (de marcaje) indican que estos

receptores son moléculas de tipo glicoproteico [96), estudics
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de ultracentrifugacion y trataniento enzimético les

atribuyen propiedades de lipoproteinas (97).
Estructuralnmente, estas proteinas de wmembrana constan de
una porcién extracelular glicosilada, de un segmento

transpembranal y una “cola® citoplasnitica que corresponde
al extremo carboxi terminal ($3). (Figura 7).

A pesar de gque los FcR son miembros de la zisea
fanilia, esatos receptores son muy heterogéneoss y pueden ser
distinguidos en base a su distribucién celular, a su
aspecificidad y afinidad por diferantes isotipos de IgG, a su
tamafic molecular y a su reactividad con anticuerpes
monoclonales (98).

Es precisamante el desarrollo de anticuerpos
monoclonales especificos para estos . receptores y los
avances técnlcos an el anilislis de las noléculas de 1la
‘tuperficie celular, lo que ha pernitido Iidentificar vy
caracterizar tres tipos distintos de FcR (conocidos como
FTCRI, FCcRII y FCRIII), adeniAs de ayudar a conocer como 5@

resan y funcionan estos receptores {(99,100).

El PcRI (CD 64) en células humanas es una glicoproteina de
70 a 72 XD y &o reconocido por los anticuerpos monoclonales
32, 22, 48, 62, 197 (100,101} y 10.1 (102). Este
recaptor se pueda unir con alta afinidad a formas
mononéricas de IgG comds IgSl e JIgG3 humanas Yy con IgGa e
IgG3 de ratdn (103,104} zientras gque 1los receptores

expresados en células de ratén se unen a formas
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aonoméricas o agregadas de IgGa con una alta afinidad a
4°C (1058).

La expresidén de este raceptor estd casi restringida a
monocitos monoucleares, llegandose a encontrar de 15 000 a
40 Q00 receptores en MONOCitos normales de sangre periférica,
mientras que los macréfagos tienen mas de
50 000 receptores por célula {(106). Por otro lado, aungue en
gtanﬁlccitos frescos sBe pueden epcantrar alrededor de 1
000 receptores, el IFN v, puede incrementar este nmerc
entre S y 10 veces {107}, ademis, este receptor tambidn se
expresa en lineas celulares mieloides humanas como la HL~60,

U-937 y THP~1 (108).

El FCRIT humano (CDWw32) es una glicoproteina de peso
melecular de 40 4o} {109) que ha sido definido por los
anticuerpes monoclonales IV.3 y KuFe?79 (110}. Este recepter
no muestra una afinidad detectabla por la IgG monomérica
hunsna (106); sin embargo se une con IgGl & IgG2 smonoméricas
de ratén (99) y es especifico para complajos inmunes y
particulas opsonizadas (101). En ceélulas de xatdn, aatos
receptores se unen a formas comzplejas o agregadas de IgGl,
IgG2a o IgGab (105).

E1 FeRII se expresa en la superficie de wmonocitos,
nmacréfagos, neutrofilos, eosindfilos ¥y células B, en un
nuiners nmuy sizmilar €N £5TO8 tipos celulares {106) Yy
aparentenente es el unico tipo de receptor Fc gque se

expresa en plaguetas (111); otros tipos celulares no
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hamatopoydticos que expresan este receptor son lag células
endoteliales y trofoblastos (112).

En base a ensayos funcionales y analisis bioquimicos
se han {dentificads varias formas de PcRIT  (113). En
ratones, se ha cbservado gque este receptor es codificado por
dos genes: & y b, y debido a un un rearregle alternativo, el
gen b es codificads en dos forwas (93); ademis, a través de
experimentos de clonacién de DNA se han identificade al
nenos 3 moléculzas relacionadas que poseen decninios
sxtracelulares idénticeos, pero diterentes dominios

citoplasmiticos a los del FGRII (101).

El PCRIII (CD 16) en ceélulas humanas, fue identificado
inicialmente coma una gqlicoproteina gue era reconocida
por les  anticuerpos wonoclonales I6B y B73.1 (114,115).
Este rTeceptor s& pueda presentar en dos formas diferentes:
a8l FcRIIXI que en neutrdfilos esta unido a 1a membrana a
través de un enlace fosfatidilincesitol glicanc (FcRIXI-PIL) Y
presenta un peso molecular de 26 kD (116}, mientras gue en
macrdéfagos ¥y, celulas KK, este recaptor es sxpresado como una
molécula transmembranal (FcRIII-TM), con un pesc molecular de
50 a 70 XD (117). EBEn 1la figura 7 sa& mnuestra una
representacidn esquendtica de estos receptores.

En células  hunanas, egte recaptor tiene una baja
afinidad por 1la IgG ©rponomérica y sélo interactda con
complejos de IgG1 o con particulas cpsonizadas (106);

mientras que en células de ratén, este receptor tieans una
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alta afinidad por IgG3 pelimérica (3118). E1 FcRIII se
carxacteriza por su alto nivel de expresidén en neutréfilos (de
100 000 a 200 000 por célula) (114); se expesa tanmbién en la
superficie de linfocitos granulares, macréfagos Y

eosinéfilos (106).

Desde el punto de vista bioldgico, la importancia de
los FCR es grande, pues a pesar de que sus funciones no son
coopletamente entendidas, se sabe gque estidn involucrados
en Ja medlacién de multiples procesos, tanto de naturaleza
efectora como requladora de la defensa inmune, as{ como en
la integraci¢én de 1los componentes humorales y celulares

que participan en la respuesta inmunolégica (119). Entre

las funciones dependientes de 1los receptores Fc mejor
estudiadas se encuentran la fagocitosis de particulas
cubiertas con innunoglobulinas (120}, la eliminacién de

complejos  inmunes (119,121} y 1la 1lisis mediada por
anticuerpos {Citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos) de parisitos (122), microorganismos (123} y de
algqunos tipos celulares malignos (124).

1a  interaccién de los FcR con los complejos inmunes
induce una serie de procesos bioquimicos, que 1llevan a
la liberacidén de sustancias pediaderas de gran actividaag
biolégica (93) <como las prostaglandinas, tromboxanos vy
leucotriencs, que son mpoléculas de conocida capacidad
reguladora (119). Es entonces a través de estas funciones

que las células fagociticas protegen al individuo de 1la
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infeccién por nlcroorganismos patdganos, destruyen cédlulas
tunmoralas y eliminan complejos inmunes de la circulacién ({3).

Finalmente, los tfactoras que influyen en la expresidén
de FcR S0 NUMEroscs Yy entre estos se incluyen 1las
condiciones de} cultivo, y las hormonas vy citocinas en el
medic de cultive (101): de esta manera se ha observado que
el IFNTY , al fragmento c5a del aistenma del
coaplemento, ciertos péptidos quimioticticos liberados
por 1las bacterias, asi como los estimulos capaces de inducir
un aumento en los niveles de AMP ciclice incrementan 1la
expresion de FeR y por al contrario, los corticosteroides y
los estimulos asociados al aumento del GMP ciclico inhiben su

expresion (94).

Debido a que recientemente se ha demostrado gque factores
diferentes a los CSFs, como el Inductor de Receptores TFC
(PRI, del inglés Pc Receptor 1Inducer), inducen 1la
diferenciacién de ~élulas wnieloides (zacréfagos y
granulocitos) mediante la expresidn de receptores para Fc y
que el FcRI comparte caracteristicas moleculares wmuy
sinilares (peso mpolecular y punto isoceléctrico} con IL~-1,
uno de los objetivos del presente trabajo fue evaluar el
posible efecto de IL-1 en la induccién de receptores Fc
en’ macréfagos Yy granulocitos normales de ratén, Y
proporcionar wmediante ello evidancias de que la IL-l1 y el

FCRI pudieran ser la misma molécula.
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Por otro lado tomando an consideracién que los macrdfagos
secretan IL-1, otrec de nuestros objetives consistid en
evaluar si estas células eran capaces de autoinducirse para
la expresién de receptores para Fc. Es conocido gque también
el INP induce la expresion de FecR y que esta induccién es
axclusiva para el eipe I, consideramos por  tanto
interesante evaluar si 1la JL-1 induce el misso tipo de
receptor o si era capaz de inducir el de tipc IT. Pinalments
tomando en consideracién que existen dos formas de IL-1,
Y . con propledades hioldgicas muy semejantes, procedimos a
avaluar si anbas formas de, IL~1 tienen el nismo tipo de

propledades de induccién de FeR.
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OBJETIVO GENERAL

Deternminar el papel de Interleucina 1 en la expresidén

de receptores Fc en macréfagos Yy granulocitos de ratdn.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar si el Inductor de Receptores Fc e Interleucina

1 son la misza molécula.

Determinar si Interleucina 1 alfa induce 1la expresién
de Receptores Fc en macréfagos residentes y granulecites

de la cavidad peritoneal de ratén.

Detarminar si Interleucina 1 beta induce 1la expresién
de Receptores Fc en macréfagos residentes y granulocitos

de la cavidad peritoneal de ratdn.

Daterminar el tipo de Receptores Fc gue induce cada
factor, tantoc en macrdfagos residentes coro granulocitos

de la cavidad peritoneal de ratén.



MATERIALES Y KETODO

NATERIAL BIOLOGICO

En este trabajo se emplearon ratones hembras o machos de
la cepa CD-1 (ENEP-Zaragoza) de 4 a 6 semanas de edad (30
& 35 gr de peso). Los ratones se utilizaron como fuente de
nacréfagos residentes Y granulecites de la cavidad

peritoneal.

OBTENCION DE MACROFAGOS RESIDBENTES

Para la obtencisén de macréfagos residentes de cavidad
peritoneal, se sacrifican 1los ratones por dislocacién
cervical. Muertc el ratén, se retira la piel de la zona
peritoneal: las ceélulas de la cavidad se obtienen lavando
ésta con 10 ml de una Solucidn  Amortiguadora de Fosfatos
{SAF) fria y recuperands posteriormente este wvoluzmen.
Durante el praceso de cbtencidn de las células, éstas deben
®Bantenerse en  un tubd coénico de plistico frio contenido en
un recipiente <con hielo, para evitar la adherencia de las
células a las paredes del +tubo. El1 Javado peritoneal se
repite por lo menos dos vecss con la finalidad de cbtener el
DAYSC nuinerc posible de células.

lLas celulas colectadas se lavan 3 vaces (centrifugacion
a S00 g durante S min) con Medio Minimo Esencial de Eagle
{MEN, Sigma, St. Louis ¥o. USA), posteriormente, se
resuspenden en un vsluten cormocido v se  procede  a evaluar

el pimerc celulsr. Jon la finalidad Qe purificar la poblacien
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y trabajar unicamente con macréfagos, las células (leos) se
incuban durante 1 h a 37°C en MEM con lo cual se permite la
adherencia de macréfagos. Finalmente se retira el

sobrenadante con las células no adherentes.

OBTENCION DE GRANULOCITOS

Para obtener granulocitos de la cavidad peritcneal, se
inyectan 2 ml de una solucidn estéril de caseinato de sodio
{Laboratorios Difco, Michigan USA} al 10t en SAF por via
intraperitoneal a los ratcnes necesarios. Después de 16 h, se
sacrifican los ratones por dislocacidn cervical y se lava la
cavidad peritoneal dos veces con 10 =ml de S5AF. Las células
obtenidas se lavan 3 veces con MEM, se cuentan para sar
sembradas. Con la finalidad de purificar la poblacién, se
siembran las células (leoﬁ/nl) en cajas Petri de 5 ml y se
incuban durante 3 h: transcurrido este periodo de tiempo, se
colecta el scbrenadante y las células contenidas en éste se
lavan, se cuentan y se repite una vez mas el periodo de
incubacidn. Transcurrido este tiempo, se colecta nuevamente
el sobrenadante de las cajas de cultivo, se lavan las
células y se cuentan para finalmente sembrarlas. Esta técnica
permite obtener una poblacién calular formada por
granulocitos {los macrdfagos se elicinan cuando estos se&
acdhieren a las cajas de cultivo) del tipo neutréfilos, gue

son con los que se llevd a cabo este trabajo.
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CUOLTIVC CELULAR

Todos los cultivos se mantuvieron en una incubadora
(Forma Scientific, USA) bajo una atmésfera con iot de COp
a 37°C y una humedad relativa del 95%. Como medio de cultivo
se utilizé MEM ‘ suplementado con 103 de Sueroc de Caballo
{sc, 1Lab. Dif. Cel y canc., Mexico), previazente
desactivado a 56°'C durante 30 min. A este medio de cultivo
también se le agregd estreptomicina (100 U/ml) y penicilina
{100 U/ml) con la finalidad de evitar contaminacisén con
bacterias. También se agregaron 3.7 g/l de bicarbonato de
sodio para mantener el pH fisiolégico de 7.2 en los cultivos
en presencia de C0O;. Finalmente, este medio de cultive se
esterilizé por filtracidn con menbranas de 0.22 u (Millipore,
USA) .

En los ensayos de macroefagos residentes se
cultivaron 6x10° células (3x106 cel/ml) en placas de 96
micropozos de 200 sl (Nunclon, Dinamarca) y se mantuvieron
en cultivo durante 2 dias; en el caso de los granulocitos,
se sembraron 5x10° ceélulas por micropozo (2.5x106 cel/ml) y
se mantuvieron en cultivo durante 24 h. Los inductores que se
emplearon (Mediec condicionado, 20 pl: InterferonY, 100 y 50
U/ml para =macréfages Yy granulocitos respectivamente e
Interleucina 1a ¥y £, 1 ng/ml) se agregaroh al principio del

cultivo.
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PREPARACION ol MEADIOSR CONDICIONADOS POR JO\CROPAGOSE
RESIDENTZS ESTINOLADOS CON LIPOPOLISACARIDOS

Se obtienen Bagrdfagos residentes de la cavidad
peritcneal de ratén y se siembran 8x10% ceélulas en cajas
Petr{ de 5 =1 con MEM suplementado al 10% con S5C. los
macréfagos se estimulan con 1 ng/zl de lipopalisacaridos de
Salmonella Typhimurium (Sigma, §t. Louis Mo, USA). las
céiulas sa zantienen en cultivo durante 4 dias y
cranscurride este tiexpo, se colecta el sobrenadante,
siendo este el Medio Candicionado, el cual es utilizado como

fuente del Inductar de Receptores Fc {FcRIJ.

ERITROCITOS ACTIVADOS

Praviazente sa& obtliene sangre de carnero y se diluye
ésta en una cantidad propercioenal de solucisdn de Alssever,
lcs  eritrocitos  2szf obtenidos se almacenan a $°C  hasta su
uso; per otro lade, se hace una dilucion 1:1600 de
irsunsglebulina & (IgQ) de conejo  dirigids contra
aritrocitoes d4e carners (Laboratorios Cordis, Florida, USA}
an SAP: esta salueidén se almacena a -20°C hasta su usd.
Para sensibilizar a los eritrocites con anticuerpo, se
lavan 0.2% n=l de estos 3 veces oon SAF (centrifugacisn a 500
g durante 5 =in); posteriermente se zgrega 1 =) de I9%
diluida, se resuspenden lcs eritrocitos y se incuban durante
30 min a 37°C.  Despueés del periodo de incubacién, se lavan
los eritrocitos 3 veces con SAF y fipalmenta se resuspenden

an 2 »l de SAF. De ests manera se chtienen los eritrocitos
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activados (EA): estos eritrocitos se almacenan a 4°C hasta su

usd, sin exceder de 4 dias.

EVALUACIONR DE RECEPTORES Yo

Para  evaluar la expresidn de receptores Fc en
wacrdfagoes ¥y granulocitns se¢ enpled la técnica de rosetas
con EA, a partir de 1la cual se conoce el porcentaje de
células que expresan FcR., (125).

Después de transcurridos los respectivos pericdos de
incubacion en presencia de los diferentes inductores, se
varifica la ausencia de contaminacién. Si los cultivos se
encuaentran en buen estado, en al caso de los granulocitos, )
estos se centrifugan a 300 g durante 5 min y se les elizina
el scbrenacante: sa les agregan despues 200 ul de MEX fresco
¥ 20 ul de Ex, se resuspenden las cdlulas y se centrifugan a
300 ¢ durante S min para gque se de la formacién de un botdn
que contiene EA y granulocitos: inmediatamente después se
incuba a 37°C durante 30 nin.

En el casc de los pacréfagos, quienes estén adheridos al
sustrate de cultivo, el sobrenadante puede eliminarse sin
una ¢entrifugacisén previa. Posteriormente se agregan 200 xl
de NEM Iresco y se despegan las cdiuldas refrigerande 1z
placa de cultivo a 4°C durante 5 o 10 min; a continuacidén se
agregan 20 ul de Ik, se resuspenden las células y también se
centrifugan al igual que los granuleocitos para posteriormente
incubarlos durante 30 min a 37°C.

Transcurrido el periodo de incubacion, las células se

&7



resuspenden y se toman muestras que se colocan en un
hemocitémetro (Clay Adams, USA) para proceder a evaluar el
porcentaje de rosetas en un microscopio compuesto (Carl
Zeiss, Germany). Se considera una roseta a aguella ceélula
(macréfago o granulocito) que nuestra eritrocitos adheridos
en su mexbrana; las rosetas pueden ser débiles si muestran
de 3 a 10 eritrocitos unidos a la membrana celular o fuertes

sl pregentan mAs de 10 eritrocitos unidos.

EXPLEO DE ANTICUERPOZ ANTI-FeR PARA LA DETERNIXACION DE
08 TIPOSs DE RECEPTORESE INDUCIDOS POR LAS DIFERENTES
CITOCINAS

Después del periods de cultive de 1los macréfagos o
granulocitos, se Aagregan 20 pl de anticuerpos (Medarex,
USA) anti-FcRI o anti-FcRII (0.3 gug/ml) a micropozos en
los cuales se habian adicionadoc los diferentes inductores al
principio del cultivo. las células se incuban durante 30 min
y se realiza la técnica de rosetas para determinar les tipos
de raceptores gue son expresadcos. La concentracién de
anticuerpos 'q-ue s8 utiliza es 3 veces mayor a la regusrida
para saturar 1los receptores gue normalmente Se expresan en

una célula sin tratamiento con citocinas.

EXPLEO DE ANTICUERPOS ANTI-INTERLEUCIMA 1
Para daterminar si el Inductor de Receptores Fc (FcRI)
presente en el MC e IL-i erzn la nisma molécula, se

utilizaron anticuerpos anti-IL-1a y anti-IL-1% (Immunsx,
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Seattle WA, USA). Considerando gque 10 ul de una dilucién
1:200 de estos anticuerpos, son capaces de neutralizar 1
ng/ml de citocina, se utilizaron 20 ul de esta dilucioén ade
anticuerpos en 1los ensayos de inhibicién de. Estos
anticuerpos se adicionaren Jjunto con el medio condicionado
desde el inicio del cultive y transcurrido el periodo de
incubacidén se llevo a cabo la técnica de rosetas.

Todos 1los experimentos se llevaron & cabo en uha

campana de cultivo bajo condiciones de esterilidad.

CITOCINAS

En este trabajo se empled Interfercn gara (IFNY)
reconbinante de ratoén con actividad de 4.5-9x10° U/mg,
Interleucina 1 beta (IL-1 £€) recombinante humana a
Interleucina 1 alfa (Il~12a) recombinante de ratén, ambas
con actividad de 1x108 U/mg {Genzyme, Boston MA, EU). Se
utilizé también IL-1: recombinante humana con actividad de
1x108 U/mg  (Immunex, Seattle WA, EU). Estos productos
recombinantes se obtienen a través de técnicas de ingenieria
genética, transfectando el gen que codifica para una

determinadsa proteina en bacterias o levadurss.

EVALUACIONES

Se realizaron por le menos 3 ensayos independientes por
duplicade para cubrir cada objetivo. Los resultados que
se muestran son el promedio del porcentaje de rosetas gue

se obtiene con cada factor en los diferentes ensayos Yy su
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desviacisén estandar. En cada una de las nuestras se contaron

por lo menos 100 células.



RESULTADOS

EL MEDIO CONDICICMADO POR MACROFAGOS RESIDENTES INDUCE LA
EXPREBION DE RECEPTORES FC RN MACROFAGOS RESIDENTES.

Estudios previos en nuestro laboratorio habian demostrado
que el medio condicionado por macréfages residentes (MC)
contenia una molécula que inducia la expresidén de receptores
Fc (FcR} en células de médula dsea (§); “~esta molécula se
conoce como Inductor de Receptores Fo (FoRI, del inglés
Fe¢ Receptor Inducer). Con 1la intencién de deterainar =i
estos medios inducian el mismo efecto en células fagociticas
maduras, se cultivaron 6x10° pacréfagos residantes de cavidad
peritoneal de ratén en presencia de 20 p)l de MC (6} durante
2 dias. Se utilizaren tanbién 1 ng/=l de Interleucina 1 beta
(IL-12), de la gue se ha reportado induce la expresién de FcR
en macréfagos {126), v 100 U de Interferen gama (IFNY) come
controles positives (5). Se realizé tamblén un cultivo sin
inductores el cual en este trabajo se considera como control
negativo.

Los resultados obtenidos (GrAfica 1) muestran gue el MC,
al igual que IL-13 y el IFNy, inducen de manera sezejante la
expresién de FoR en los sacréfagos residentes, desde un 20%
de rosetas en el control negativo hasts casi un 40% con los 3

inductores.
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EFECTO DEL MEDIC CONDICIONADO POR MACROFAGOS RESIDENTES E INTERLEICINA 1
BETA EN LA EXPRESION DE RECEPTORES Fo BN MACROFAGOS RESIDENTES.

% DE ROSETAS
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Grifica 1. bq:resifnrhreceptnres?tmnn& residentes de cavidad
peritaneal de ratn durante dos dias de cultivo. (~), Control
negativo sin inductores; (IPN v), Interferfn gama; (MC), Madio
Condicionado por macrifagos residentes estisulados con 1PS,
(IL~1Z ), Interlewcina 1 beta.
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EYECTC DX INTERLEIUCINA 1 ALFA EX LA EXPRESICN DE RECEPTORES
Fc EX MACROFAGOS RESIDENTES

IL-1 se presenta en dos formas wmwoleculares diferentes:
IL=13 @ IL=1:, Lngue las dos forzas =muestran algunas
diferencias (la ®=mas importante, el punto isoceléctrics),
se ha descrito gque llevan a cabo las =mismas actividades
biolégicas (5%). Con la finalidad de evaluar si IL-13:, al
igual gue IL=-1: induce la expresién de RFc en macrdéfagos
residentes, se cultivaron 6x1905 macréfagos en presencia de 1
ng/el da IL-1y o de IL-1:, se utilizaron también cultivos con
100 U de IFN™ as! como sin inductores cond contrales
positivo y negative respectivamente.

Los resultados (Grafica ) suestran que IL-1.:, en forma
senejante al IFN- y a la IL-17 , induce la2 expresién de FcR
en macréfagos residentes (31, 33 y 32% respectivazente)} en

compartacisn con el contrecl nejativo (18%).

TIPO DE RECEPTORES Fo INDUCIDOS POR INTERLEUCINA 1 ALFA
INTERLEUCINA 1 BEYTA EN MACROFAGOS RESIDENTEE

Una wvez gue se demostréd que 1IL-1., e IL-1: inducen en
forma sedejante la expresidn de RFc en macrafagos residentes,
se procedls a evaluzr leos tipos de RFc gue inducen estas
citocinas. Con este propédsito, se cultivaron ex105
macréfagoes durante dos dias en presencia de 1 ng/ml de ILl-l.
& Il~17. Copo en enBayos anteriores, Se utilizo IFN - {100 U}
como contrel poesitive y un cultive sin  inductores come

control negativo. Despues de dos dias de cultivo, se
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EFECTO DE INTERLEIXINA 1 ALFA EN LA EXPRESI(N DE RECEPTORES Fo
EN MACROFAGOS RESIDENTES DE CAVIDAD PERITONEAL DE RATON.
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adicionaron durante 30 min, los anticuerpos anti-FcRI o anti~
FSRII a los cultivos con las interleucinas y el IFNY para
posteriormente proceder a la evaluacién de FcR.

Los result_ados obtenidos muestran tal y como se habia
demostrade previamente (4,5), que IFNY induce principalmente
la expresion de FcR (28%) tipe I (FcRI), ya que solamente se
observd una disminucién considerable en el porcentaje de
rosetas cuando se utilizd anti-FcRI (14%). Con el anticuerpo
anti~-FcRII, €e observéd también una diszinucidn en el
porcentaje de Tosetas pero esta fue de poca magnitud (25%).
En cuanto a IL-12 e IL=1%, cuando se ermplearon 1lo08
anticuerpos anti-FeRI vy anti-PcRII sa observé una
disminucién considerable en el porcentaje de rosetas
(porcentajes wmuy similares a los del control negativo, 17 y
15% para IL-1 3 y 16 y 19% para IL-1%) en ambos casos. En
consecuencia podenos decir que las dos formas de IL-1 inducen
ia expresion tanto de FCRI como de FcRII y que posiblemente
los wmecaniswos a través de los cuales el IFN Ye IL~1 inducen
la expresion de FcR en estas células macrofagicas sean

diferentes {(Grifica 1).

EVIDENCIAS DE QUE EL INDUCTOR DE RECEFPTORES YC PRESENTR EN
EL MEDRIO CONDICIONADO POR MACROFAGOS RESIDENTES E8
INTERLEDCINA 1.

Tomandd en cuenta gue la caracterizacién molecular del
Inductor de Receptores Fc (FcRI), contenido en el mwmedio

condicionado per macréfagos residentes {MC) reveld que
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esta molécula presenta caracteristicas muy similares a las de
IL-1, tales coma el peso nolecular y punte isoceléctrico,
adends de que ambas moléculas son producidas por
racréfagos (§); se procedisd a determinar si FeRI e IL-1
pudieran ser 1la nrisma molécula. Con esta finalidad se
utilizaron anticuerpos dirigidos contra IL-1x e IL-1: (anti-
IL-1) en cultives con 20 u#l de MC en presencia de 6x105
macréfagos residentes durante dos dias para evaluar gsi el
efecto inductor del IFcR era inhibido por un anticuerpo
nmoneclonal contra IL-1.

La evaluacion de la expresidn de FcR mostré que con anbos
anticuerpos se produje una dieminucisn an el porcentaje de
rosetzs (17% con anti=IL=-12 y 11% con anti-Il~1 2 ) a
diferencia de Gcuando sdlo se usc el NC (22%, con 17% en el
control negative) en los cultivos (Grdfica 4); este guilere
decir que la diszminucién es mayor cuando se utiliza el
anticuerpo anti-IL=1%5.

Para determinar el tipo de receptores gque inducia el MC,
se agregaron los anti-FcRI y anti-FcRII a cultivos en los
gque se habia agregado MC como inductor. ILos resultados
obtenidos =muestran gue en ambos casos s5e prodiCe una
disrcinucién en el porcentaje de rosetas, con valores wuy
senejantes al control negativo {14, 12 Yy 14%

respectivamente).
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EPECTO DE  INTERLEUCINA 1 AL¥YA £ INTERLXUCINA 1 BETA KN 1A
EXPRESION DE RECEPTORES Fo EN GRANULOCIT™OS DE LA CAVIDAD

FERITONEAL DE RATON

Debids a que los granulocitos o polinorfonucleares
participan en la eliminacién de parasitos y microorganismos
{a vecas mediadas a traves de FcR), estos son considerados
como el segundo sistema fagocitico celular mis importante
del organismo {43).

Temando como antecedentes que tanto IL-1: e IL-1°7 inducen
la expresion da FcR del tipo I vy 11 en wmacréfagos
rasidantes, se considerd interesante evaluar si estas dos
citocinas podian inducir el nismo efecto en otro tipo de
célula fagocitica como 1le son las granulociticas. Con esta
finalidad, se cultivaron 5x190% granulocitos en presencia de
1 ng/ml de IL-3iz © IL-18& durante 24h; también se cultivaron
granulocitos en presencia de 50 U de IFNY y granulocitos sin
inductor como controles positive y negativo respectivamente.

Cuando se evalud la expresion de FcR, ge observéd que
dnicamente IFNy aumentaba considerablemente el porcentaje de
rosatas con respecto al control negativo (de 9% hasta casi
20%); en el caso de IL-lx e IL-184, se pudo observar que
estas citocinas no inducian la expresidn de FCR, ya que los
porcentajes de rosetas obtenidos con estos factores (6 y 7%
respectivamente} eran wmuy similares a los del control
negative (9%) (Graficas 5 y 6).

Tomando en consideracién que la dosis utilizada no haya
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sido l1a adecuada para poder inducir la expresidén de RFc en
granulocitos, se procedié a probar con cencentracicnes
mayores Y menores de esta polécula. Se realizaron en
consecuencia cultivos con 10, S, 0.5, 0.1 ng/zl tantc de
Il-12 como de IL-1:. Los porcentajes de rosetas {nc mayores
de 4% con las diferentes dosis de las dos citocinas) gque se
obtuviersn con astas concentraciones indican que muy
probablemente ni Il=-1z ni IL-13 inducen la expresidn de FcR
en 1los granulocitos; estos datos pueden Trepresentar
svidencias de que los mecanismos de Induccidn de FeR por
parte de IFN e IL-1 posiblemente sean diferentes {(Graficas 5
Yy 6).
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DISCUSION

Sea considera hoy en dia que los procesos de
proliferacidn y diferenciacidn de las células mieloides son
requlados por una faxmilia de glicoproteinas conocidas come
Factores Estimuladores de Colonlas (CSPg). Estos factores
{GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-3 y EPQO, entre otros) actuian sobre
las células precursoras para dar origen a tipas celulares
especificos (18-20,23). Por otro lado, se ha dexostrado qQua
estcs factores pueden xmodular las actividades de estas
células induciendo en ellas caracteristicas de diferenciacidén
importantes para 1la realizacidén de funciones especificas
(18).

Durante algun tiempo sSe considerd gus los CSFs eran
los unicos responsables de inducir todas las caracteristicas
de &iferenciacién en célulasg =uieloides; sin emdbargo, el
avance alecanzads en la biologia molecular ha permitido
digponer de técnicas adecuadas para caracterizar otras
moléculas diferentes a los CSPs  que desemperian papeles
jmportantes en el proceso de maduracién de estas cdédlulas,

Hace aproximadamente 15 aﬁds se describid una =melécula
diferente a los CSFs gque influia en la activacidén de los
macrdfagos, esta wmolécula recibié el nombre de Factor
Inhibidor de Hacréfagos (MIF, del inglés Macrophage
Inhibiting Factor) y a partir de entonces, se descridjeron
diferantes factores activadecres de wsacrdédfagos (127), sin

ambargo, la caracterizacién wmolecular de éstos permitisd
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agtablecer que se trataban de una migma molécula, que racibicé
el nombre de Interferon gama (IFNY). En consecuencia, una
gran cantidad de investigadores propona que IFNY as el unico
responsable de los cambios dque ocurren a los nacréfagos
durante la activacidén inmunclégica (128). A pesar de lo
anterior, la activacién de los macréfagos, hasta un estado
en el cual muestran niveles altos de ciertos coupc;;ntes de
la membrana celular, como antigancs Ta y Receptores Fc (que
les permiten eliminar células tumorales o agentes patdgenocs),
no es un fendmeno simple y es muy dificil pencar que éste sea
regqulado unicamente por una sola dolécula; de hecho, se han
descrito algunos factores activadores de macréfagos, tanto en
sistemas humanos come nurinos, gque son fisicoquimica ¥
bilolédgicamente diferentes al IFN (129,130).

En este trabajo se presentan evidencias de que
Interleucina 1 beta (IL-1%) puede actuar coms un factor
activador de nacréfagos, pues se deruestra gque esta
citocina es capaz da inducir 1la expresion de Receptores Fc
(FcRy, los cuales constituyen un elemento importante en los
necanismos de defensa del organismo contra agentes
infeccloscs o patdgencs (3).

Por otro lado, aportamos fuertes evidencias de que el
Inductor de Receptores Fec (FcRI, gue muestra caracteristicas
muy simiiares a las de IL-1}) contenido en el Medio
Condicicnado por macrofagos residentes {MC) [ It~1
posiblemente sean la aisma molécula. Esta observacion se basa

en el hecho de gque cuando se utilizaron los anticuerpos anti-
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Il~1a y anti-I1-1 3 junto con el MC en cultivos de macréfagos
residentes, se obtuvo una disminucisn en la 2xpresisn de FcR
hasta valores wmuy semejantes a los del control Aneqativo.
La disminucién gue se observd en forma mis significativa
con el anticuerpo anti-JIL-13 ests de acuerdo con
informes reclentes de que la forma 3 es la principal forma de
IL~-1 que es liberada por los macrdfagos cuando estos ason
esth'nulqdos con lipopolisaciridos de paredes bacterianas
(63).

Tomando en consideracién nuestros resultados y el hecho
de que los macrafagos son capaces de secretar IL-1l, se puede
especular que estas células puedan autoinducirse a expresar
FcR. Si en realidad sucede de esta forma, el papel de IL~1
en el desencadenamients de 1las respuestas inmunes no
solapente se limitaria a la activacidn de los linfocitos T y
B tal y como se habia descrito originalmente para sesta
melécula (48), sino gque también se encargaria de activar a
los propios macréfagos induciéndolos a expresar FcR y de
esta manera hacer mis efectiva la eliminacidén de los
complejos ahtigeno-anticuerpo, gque es uh proceso fundamental
de defensa del organismo cantra cuerpos extrafos

(Figura B}.

Por otro lado, creemos interesante hacer notar que el
requerimiento de dos productos génicos gque llevan a cabo

priécticamente las =mismas funciones, como es el caso de
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Pigura 8. Kl mwrrdfago prockse Interleacina 1 {0-1) que activa a los linfocitos T para
desarrollar  la rospuesta  inmne celolar y a los linfooitos 5 a prodrcir  anticuerpos;
pox otra parte, fl-] astia scbre €l propio xrdfaqgo para que este exprese receptores &
laxoimiaridn y & esta manrra la elininacion del agente portador del antigeno sea ois
mis efectiva.
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IL-la e TIL-33, pareceria ser algo redundante desde el
punto de vista evolutive (131). Esta situacidén ha llevado a
suponer que las dos moléculas pudieran llevar a cabo
actividades diferenciales en los diversos procesos bicloégicos
an que intervienen. Aungue algunos estudics han mostrado que
entre IL-l1a e IL-1: se presentan diferencias de actividad,
salamente en algunos cuantos casos las diferencias han sido
notables y de hecho, existe una gran cantidad de evidencias
experimentales (132) que indican que las dos formas de IL-1
llsvan a cabo generalmente las miszas funciones. Esto
finalmente ha 1llevado a proponer gque las principales
diferencias entre IL-13 e IL-1 i puedan darse a nivel de 1la
regqulacién diferencial de los genes gque codifican para estas
proteinas, dependiendo de las sefales de induccisn y/o el
microazbiante fisiopatoldgico (131,132). Lo anterior apoya
nuestros datos eh los cuzles ce observd un comportamiento
muy semejante de las dos formas de IL-1 en la inducciédn a la
axpresidn de FcR tanto en células mpacrofiagicas como

granulociticas.

Adexmfs de gue hemos demostrado gue tante IL-l3: coso IL-1
inducen la expresion de FCR en macrofagos, en este trabaje
tamhién se pudc determinar que astos receptores son del
tipo I y Ii. En trabajos previos se habia demostrado que el
IFNY inducia la expresion de FcRI pero no FCRII (5) en
células del linzie wmonocito-macréfago (lo cual se pudo

corprobar en este trabajo), ademss de que considaramos
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importante mencionar que a travéds de este tipo da receptores
se llevan a cabo los mecanismos de citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (123). En consecuencia, aﬁn cuando
al conocer que tipe de receptores induce IL-1 representa un
avance, seria de gran interdés el determinar el papel de
estos receptores inducidos por IL-1 en los mecanismos de

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpcs.

En este trabajo también se evalud el efecto de IL-1 ae IL~
12 en la induccidn de FcR en células granulociticas, las que
debido a sus funciones da proteccién contra microorganismos
son consideradas como un  importante sistema fagocitico
celular del organismo (43). Se sabe que los granulocitos
expresan normalnmenta un FeRIII que no es
transmexbranal, sino gue esti unido a la menbrana celular a
través de un enlace fosfolipidico (fosfatidilinositol
glican) y que pueden ser inducidos por el IFN y a expresar
FcRI (107,116). Nuestros resultados mostrarcn que utnicamente
el IFN inducia la expresion de FcR de manera significativa
en estas ceélulas. Estos resultados parecen indicar que existe
una cierta especificidad de las diferentes citocinas (IFN
e IL-1) por las células blanco. Podriamos suponer por ejesplo
que debido al avanzado estado de diferenciacicdn de los
granulocites, estos no pudieran ser inducidos z expresar FcR
por parte de IL-1. Por otra parte, se sabe que IL-1 induce la
liberacién de enzimas de tipo lipasas como la lipoproteina

lipasa y 1a fosfolipasa (44} de =manera gue, los bajos



porcentajes de rosetas obtenidos con 1las dos formas da
IL~1, también podrian deberse a que estas enzimas estuvieran
rompiende los enlaces a través de los cuales se unen los
FcRIII a l1a membrana celular y de esta forma se produjera
l1a dis=inucién en el porcentaje de rosetas gque se observé

como técnica para evaluar FcR en este trabajo.

Un aspecto importanta de nuestros resultados estriba an
la diferencia en la 2ctividad de IFNY @ IL-1 en cuanto a la
induceién a la expresidn de FcR en los dos tipos celularss
evaluados. En el caso de las celulas macrofdgicas, se pudo
daterminar que IFNY induce sclamente FcRI y gque II-1
induce tanto FcRI come FeRII. Estos resultades probablemente
estan indicando gue existen diferencias en los mecanismos a
través de los cuales cada uno de los factoras induce 1la
expresién de FCR an aestos dos tipos celularss. Sin eabargo,
no hay gque perder de vista que otra posible explicacidn
consistiria en que se presenten diferencias de afinidad
entre los receptores que son inducidos por cada uno de los
dos factores y gue por tantc la determinacidn de estos a
través de los anticuerpes que se utilizaron sea dificil de

evaluar o deterxinar.

La inpportancia de haber encontrado que Interleucina 1
induce la expresidn de FcR en células macrofagicas creeacs
que pueda tener relacién con su posible uso terapéutice. Es

bien conocido gque los padecieientos leucéaicos, gue se



caractarizan por una escasa diferenciacién de las células
nieloides, constituyen un problema de salud =muy importante
eh nuestro pais. Estas enfermedades se presentan t‘:on alta
frecuencia y ocupan el primer lugar de las enfermedades
neoplasicas antre la poblacién masculina {133). En
consacuancia, considerazos que el hecho de gue IL-1 induzca
12 diferenciacion de células mieloides a través de
incrementar 1la expresién de receptores Pc es de gran
inpartancia, sobre tode si tomamscs en cuenta gue 1=
23ninistracion de IL-1 mejora 1la sobrevivencia de ratones
inoculados con dosis letales de bacterias (134), lo cual
hace considerar a2 IL~1 come una potencial herramienta
terapéutica en el tratamiento de individuos susceptibles
& infecciones {pacientes con leucenia, otros tipos de
céncer & inmunodeprimides). Ademds se podria considerar 1la
zplicacidn profildctica de IL-1 en individuos expuestos a

infecciones como en investigacidén medica o en hospitales.

A partir de lo anterior se considera importante continuax
con este trabajo probando el efecte de IL-1 en células
humanas y llevando a cabo ensayos in vivo en ratones, ya gque
la relacién que se ha estadblecids entre la alteracisdn de 1a
expresion de los receptores Fc y desdrdepes de tipo
inmuncldgico, ha hecho que la investigacidén en torne a los
wecanismos de expresion d‘e estos receptores se conviertan en
problemas centrales de 1la inmunologia. Es indudable que

&)l avance que se logre en el entendimiento de los mecanismos
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bésicas de diferenciacién ¥ en el conociniento a
1dentiticacisén da los factores involucrades en  estos
procescas, pernitican desarrollar agentes tarapéuticos para el
trataniento de algunos desdrdenes inmuncldégicos que

deagraciadanente no tienen hoy en dia esperanzas de curacidn.



CONCLUSIONES J

A partir de los resultados obtenidos en el presants

trabajo, se puede concluir gua:

Interleucina 1 alfa e Interleucina 1 beta inducen la
diferenciacién de los macréfagos a traves de inducir la

expresisén de Receptores Fc.

Interleucina 1 alfa e Interleucina 1 beta inducen la

axpresién de Receptores Fc tips I y Il en macrofagos.

Estas des  moléculas no Iinducen la diferenciacién

de calulas granulociticas.

Intarlsucina 1 Yy el Inducter de Receptores f¢

posiblemente sean la misza molécula.

n
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APENDICE I

MEDIO NINING RSENCIAL DE KAGLE

81

Este medio se utilizoé para realizar los cultivos
celulares in vitro. E1 medio esta constituido de los
siguientes componentes guimicos:

AMINOACIDOS CONCENTRACION

(»g/m1)

L-arginina 84.00

l~cistina 62.57

L-glutamina 584.00

Glicina 30.00

L-histidina HC1,H20 42.00

L-isoleucina 105.00

L-leucina 105.00

LI~lisina, HC1 146.00

L-metionina 30.00

L-fenilalanina 66.00

L-serina 42.00

L-treonina g95.00

L-triptofanc 16,00

L-tirosina (sal disodica) 104.20

L=valina 94.00

VITAMINAS CONCENTRACION
{mg/ml)

D=-Ca pantotenato 4.00

Cloruro de colina 4.00

Acido félico 7.20

Incsitol 7.20

Nicatinamida 4.00

Piridoxal, HCl 4.00

Riboflavina 0.40

Tiamina 4.00



SALES INORGANICAS CONCENTRACION

(ng/ml)
Cloruro de calcio annhidro 200.00
Nitrato de hierro IIT norhidratado 0.10
Cloruro de pctasio 400.00
Sulfato de magnesio anhidro 97.67
Cloruro de sodio 6400.00
Fostfato monossdico monshidratade 125.00
OTROS COXPUESTOS CONCENTRACION
{mg/=l}
L~glucosa 4500.00
Rojo fenol 15.00

Preparacidén dal Nadio:

Se mide un voluman de agua bidestilada 5% menor al volumen
de medioc total deseadc, para ello se utilizan dos matraces.
Se adicionan 13.4 g/l del Medio de Eagle en polvo (Gibeo
Laboratorios, USA), se agita suavemente y se agregan 3.7 g
de bicarbonato ds sodio, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml
de estreptomicina. Se conmplementa el volumen deseado con
agua bidestilada, se ajusta el pH entre 0.2 y 0.3 =menos del
que se deséa ({7.2) con &cido clorhidrico. Posterlormente
se asteriliza por filtracidn con COy ¥y una mexbrana de poro
de 0.22 u (Millipore, USA).
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APINDICE IX
BOLOCION AMCRTIGUADORA DX PFOSFATOS
Esta solucidn se utiliza para mentener a las células en
condiciones fisioldgicas estables por periodos cortos de
tiempo. La capacidad arortiguadora es dada por las sales de
fosfato.

SALES CONCENTRACION
(g/1)
Cloruro de sodio £.00
Cloruro de potasie 0.20
Fosfato nonodcido de sodic 2.16
Fosfato diacido de potasis 0.20

Se diluyen las sales en $00 ml de agua bidestilada, se
ajusta a un pE de 7.2 a 7.4 y se afora a un volumen de 1
1. La solucién se esteriliza con membranas de 0.22 u
(Millipore, USA) y se almacena a 4°C hasta su uso.

APENDICE III
S8OLUCION DE ALSEVER
Esta solucidén permite mantener a los eritrocitos de
carnerc en condiciones estables aproximadamente durante 390
dias a una tezperatura de 4°C. La siguiente formula es una
woditicacion de la férmula original de Alsever.

COMPUESTOS CONCENTRACION
. (g/1)
Dextrosa 20.50
Citrato de sodio dihidratado 8.00
Acido citrico monohidratado 0.55

En %00 =1 de agua destilada se disuelven sucesivamente
cada una de las sustancias, se ajusta aun pH de 6.1 y
postericrmente se afora 2 1 1. La solucién sa esteriliza en
autoclave y se almacens a 4°C hasta su uso. Esta solucién
sa utilizd para coiocar los aritrocitos de carnero en una
proporcidn 1:1 v/v,

[ &}



AGRADECIMIENTOS
Deseoc manifestar ai agradecimiento a:
~ La Bidl. Elia Roldan, al M.C. Raudl Zavala y al M. en C.
Jorge Flavio Mendoza por la revisidn de este trabajo, sus
comentarios y sugerencias para mejorarle.
- La M. en C. Teresa Corona, por haberme adiestrado en las
‘técnicas del laboratorio.
- A los sefiores Ranulfo Pedraza y José chavarria, por su
valiosa colaboracidn técnica.
- A Miguel Angel Ramirez, por su gran ayuda en la redaccién
de este trabajo.
~ Al sefior Angel Mejia, pPor su generoso apoye.
- A la DGAPA, CONACYT y Secretaria de Investigacién de la
ENEP 2Zaragoza, por su ayuda durante la elaboracién de esta
tesis.
- Especialmente deseo agradecer al M. en C. Edelmiro Santiago
y al Dr. Benny Weiss por su excelente asesoria en el
desarrollo de este trabajo y por el gran apoyo que siempre me

han brindado.



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Marco Teórico
	Objetivo General
	Materiales y Método
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias
	Apéndices



