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RESUMEN

Interleucina 1 (IL+1) ¢s una molécula glicoprotéica con una gran idad de efectos, que
comparten ¢l comin d inador de ser i de la resp infl ia ante un rcto
énico. Una de las propiedades mis importantes de la Interleucina | s su capacidad de inducir
receptores para la porcidn Fe de Ia Inmunoglobulina G (FeyR) en células de tipo macrofigico. Esta
capacidad de induccién reviste interés debido a que es a través de estos receptores que sc enfazan
las ramas humoral y celular del sistema inmunc, fo cual a su vez descmboca cn una mejor
capacidad de defensa contra agentes infecciosos. A la fecha se han descrito 3 diferentes tipos de
FeyR distinguibles en basc a sus afinidades por las diferentes subclases de inmunoglobulina, su
resistencia al tratamiento con tripsina y en ¢] humano, en basc también a su reactividad con
anticuerpos monoclonales especificos.

Sin embargo, cn los estudios doude sc ha obscrvado la capacidad inductora de FeyR por
parte de L-1 en macrofagos de ratén, no se han determinado Jas propiedades mencionadas de los
receptores mducndos por clla y por lo tanto no se pucden hacer conjeturas cerca del receptor o
por esta moléeul,

De csta forma, en el presente trabajo se determinaron las caracteristicas de los receptores
Fc inducidos por TL-1 en macrfagos residentes de a cavidad peritoncal de ratén. Para cllo, las
células s cultivaron durante 2 dias cn presencia del factor para posteriormente desarrollar
cnsayos de formacion de rosetas con o sin tratamiento previo con sucro de raton, ensayos de
formacién de rosetas después de tratamicnto con tripsina y cnsayos de inmunofluorcscencia
indirccta.

Los resultados indi que los T inducidos por IL-1 son bloqueados por
inmunoglobulinas del sucro de ratén, su afinidad mediante el i con tripsina
y aufique no p ividad con los icucrpos contra los FeyR humanos de! ensayo
de mmunoﬂuomemcna, fucron reconocidos por ¢l anticucrpo contra i lobulinas de mton.

Esto nos conduce a pensar que IL-1 induce FeyR de tipo II, aunquc no sc puede’
descartar la posibilidad de que induzea a los otros FeyR.



INTRODUCCION

La mayor parte de los p que se 4 llan en nucstro organi son lad
por mok&:ulas smu:uzadas en 6rgams cspccif cos dmonunadas hormonas o por factores de
izados por células esp como ci (1). Una de

Jas citocinas més importantes cs conocida como Interleucina 1,

La Interlcucina 1 (IL-1) es una glicoproteina con un peso molecular de 17 kilodaltons
(kD) de la cual sc presentan 2 formas que dificren en su punto isoleléctrico (pf). La IL-1p
posce un pl de 5, mientras que la IL-1a ticne pl de 7. A pesar de la diferencia en sus pl, ambas
formas de  IL:1 son capaces.dc generar los mismos cfectos en diferentes células del organismo a
través dc la interaccion con receptores cspecificos. A la fecha son més de 50 cfectos los que se
le han atribuido a IL-1 y que incluyen | 16gi metabolicos y
hematopoyéticos. (2)

En el laboratorio de Diferenciacion Celular y Cancer de la Facultad de Estudios Zaragoza
se han desarrollado estudios con esta molécula acerca de su propiedad de inducir la  expresién de
receptores para la porcion Fe de ia Inmunoglobulina G (FeyR) en células normales y leucémicas de
raton y humano (3, 4). Sc ha centrado la atencién en los FcyR ya que cstas moléculas son el
enlace entre las ramas humoral y celular de a respucsta inmune, A través de la mu:racmén de las
Inmunoglobulinas con los FcyR se  d d P como fagocil icidad
celular dependiente de anticuerpos y i i6n de citocinas (5). Los di lizados a la fecha
han demostrado que L-1 ¢s capaz de incrementar la tzxprcsu‘)n de fos FeyR en las células de tipo
monocito-macréfago, tanto de ratén y h é¢micas en forma similar a como lo
hace otra molécula que ha sido ida por poscer ¢sta propiedad desde hace algin tiempo, ¢l
Interferén Gamma (IFNy) (5). Sin embargo, nosc ha podxdo dctemunar que tipo de receptor
Fc es ¢! inducido por IL-1 e los ofagos de raton i isticas como bloqueo
por lobulinas séricas, resistencia a i con tripsina y posible reconocimicnto

di i lonalcs contra los receptores humanos. A la fecha sc han reportado
3 tipos difcrentes de FcyR tanto en ratén como humano que han sido denominados como FeyRI a
1L Sc ha reportado también que  IFNy es capaz de inducir los receptores tipo 1 y 11l mientras
que 1L-1 induce los reoeptores tipo Ly IE (6, 7), aunque en las investigaciones con IL-1 para
poder observar su cfecto inductor s¢ ha tenido que combinas con otras moléculas, por lo que
el efecto obscrvado no ¢s claramente atribuible a ella.

De csta forma cn la presente investigacion se detcrminaron las caracteristicas de bloqueo

por i lobulinas séricas, resistencia a tripsina y posible reconocimiento por anticuerpos
monoclonales contra FeyR h de los P Fc inducidos por IL-1 en macrdfagos
residentes de la cavidad peritoneal de ratén.

Los Itados indi que los P ind por IL-1 son bloqueados por
inmunoglobulinas del suero de ratén, su afinidad mediante el i con tripsina y
son reconocidos por un anticuerpo fl inado contra i lobutinas de raton.

Nucstras evidencias parecen indicar que 1L-1 induce receptores para Fe tipo II de un tipo
muy particular, aunque para confirar esta hipétesis ¢s necesario emplear otras técnicas en  su
cstudio.



MARCO TEORICO

CITOCINAS
Las citocinas son gli f tul das por células especificas
(cfcctom), cadaunaproducto d un gen particular aunque puede haber algunas de ellas
lacionadas (1). Las citoci: se caracterizan por tener la habilidad de modificar

cl comportamiento de las céluias vecinas (accidn pardcring) o el propio {accién autocrina), Estas
moléculas son importantes mediadores del desarrolle, funcién y control del sistema inmune y otros
sistemas desarrollando sus ecfectos a  bajas concentraciones (8). No recorren grandes distancias
para ejercer su funcién, esto las distingue de las hormonas y provoca que scan dificiles de
detectar en ¢l plasma. Su amplio espectro de accion hace pensar que han sido conservadas durante
¢l camino cvolutive. Ejemplos de cllo son la Interleucina 1 (IL-1) y e Factor de Necrosis
Tumoral (TNF) (9).

Entre los efcctos biolégicos mas i que fan las citocinas esta o de
promover o inhibir proliferacidn, I1a quxmnomxxs induccién de cambios morfolégicos y
fisiologicos cn las células. El cfecto depende del tipo celutar en el que actiicn y dc Ia p:mmpauén
de una o varias citocinas. La modulacidn puede darse por cil
a membrana celular,

Algunas citocinas sélo provocan que las células pasen del estado de GO del ciclo cclular
a la sintesis de DNA y los primeros estados de la mitosis, pero son incapaces de hacer que ta célula
complete su ciclo (factorcs de competencia). Otros factores se encargan de completar ef ciclo
celular (factores  dep ion). Alg de las citocinas mis importantcs se listan en el cuadro 1

®). N

Factor de Células Tallo (SCF)

Factor de Crecimicnto de Nervios (NGF)

Factor de Crecimicato Derivado de Plaquetas (PDGF)
Factor de Crecimiento Epidermal (EGF)

Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF)

Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF-o)
Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNFa)

Factor Estimulador de Colonias dc Granulocitos (G-CSF)
Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos-Macréfagos (GM-CSF)
Factor Estimulador de Colonias de Macréfagos (M-CSF)
Interferén Gamma (IFNy)

Interleucina § (1L-1)

Interieucina 2 (TL-2)

Interlcucina 3 (TL-3)

Interlcucina 4 (IL-4)

Interleucina 6 (IL-6)

Cuadro 1. Algunas de las citocinas mis imp Las siglas provienen de sus nonibres en inglés.




Las cntocmns activan a las células a Imvés dc reoepmm cspeciﬁoos presentes cn
i Los son p d i extra, trans ¢

intracelulares acoplados a una o méS rutas de sefalizacion.

La clonacién de los DNA para los receptores ha pemitido dividirlos en 3 familias:

La familia de los receptores de factores de  crecimiento hematopoyético, HGFR del
Inglés Hematopoictic Growth Factor Recep Comprende a los reccp para las interleuci
3,5,6, 7 y ¢l GM-CSF. Esta familia sc iza porque sus p enlazan sélo una
proteina, aunque algunos de cllos requicren de 1a asociacion con otra protcina para aumentar la
afinidad y esta subunidad pucde ser compartida, por cjemplo, la subunidad a de los receptores de
IL-3 y GM-CSF ecnlaza con baja afinidad a cstas moléculas y es especifica para cada uno,

que la subunidad §§ que cs partida por cllos no pucde unirlos pero es indispensable
para conferir alta afinidad al receptor cuando se integra con la subunidad a (10). Los receptores
inas cn ¢l domini lular y una ia de 5 acid ituida por

Trip-Ser-X-Trip-Ser proxima al dominio transmembranal.  Presentan  similaridades cn ¢! dominio
extracclular, pero diferencias en ¢l citoplismico. Carecen de actividad cinasa, sc piensa que
alguna proteina asociada es Ja encargada de la actividad enzimitica. Por lo gencral presentan
formas de alta y baja afinidad (11).

El grupo de los receptores para ¢l Factor de  Necrosis Tumoral, TNFR del inglés
Tumor N is Factor Recep que comprende a los rocep para TNF y NGF. Mucstran
cadenas dc enlace miltiple y ligan musltiples ligandos. Tienen 3 6 4 arreglos de cisteina conscrvados
de 40 aminodcidos (a.a). Al parecer estos receptores presenta varios sitios de enlace (11).

La familia del super gen de la i lobulina donde sc los p dela
Interleucina 1, ¢l antagonista de receptor de IL-1 y el receptor de M-CSF. Poscen  dominios
extracelulares similares a 1a IgG. Pueden presentar constitucion heterogénea al estar integrados por
2 cadenas diferentes, algunos de clfos son identificados como proto-oncogenes y una mutacién cn
ellos los convierte en oncogenes, al tiempe que produce actividad tirosina cinasa xmntzrrumplda (3)

Cabc scifialar que dentro de cada familia s¢ también recep! para
no id como inas y que fos rceep para la Interleucina 2 (IL-2r) y el Interferén
Gama (IFNyr) no pertenecen 2 ninguna de las familias (8).

De entre todas las citocinas, merecen mencion aparte aquellos factores que  controlan ¢l

imi yético y que prenden al grupo ido como HGF's del inglés
Hematopoictic Growth Facmrs A eonunuaclén se describen algunas de las caracteristicas de
cllos.

LA HEMATOPOYESIS Y LOS HGFS
Las células sanguincas son muy cspecializadas y a pcion de algunos linfocitos y
macrdfagos, no permanecen mucho tiempo en circulacion, por lo que se tiencn que reemplazar a
parlir de sus progenitores de la médula ésca (12).
La médula Gsca es capaz de producir alrededor de 4 x 10" células cada hora en
dici 3 hasta cn un factor de 10 ¢l nimero cuando s¢ presentan
mfeomonﬁ o sangrados (13, 14). La mtcgndad del sistema cs mantenida por una poblacién
peq de inados células tallo que bien pueden
varse  p iend: mdlﬁ. iadas o proseguir su difcrenciacién y  desarrollo,
fisminuyendo asi su p ial proliferative. La  capacidad autoproliferativa de las células tallo
garantiza que su niimero s¢ mantenga durante toda la vida (14).
El proceso de formacién, proliferacion y diferenciacion de células sanguincas a partir de
un progenitor denominado  célula tallo totipotencial cs conocido como HEMATOPOYESIS
{Figura 1). La existencia de las células tallo fue intuida por Till y McCullogh en 1961 (15)
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FIGURA 1. Un csq delah is. La fi ion de las células sanguineas del
organismo comicnza con la célula tallo (madrc) locafizada en la médula ésca. Sobre clla actian los
factores cstimuladores de colonias y las interleucil cnunamancmcoordmada,lucualpmvoaalos
cambios morfolégicos yf fisiolégicos que gencran las poblac d El proceso
debe ser lado perfe su podrh ducir a graves patologi: como

leuccmias,
Este csquema se encuentra muy simplificado.
Abrevulur-s 1L Interleucinz 1 a 5, -CSF: Factores Esumuladom de Colotuas, GM dc

Granul Macrdfagos, G de Granulocitos y M de Macrof Epo,
BFU-E: Unidad Formadora dc Colonias dc Enuocnos dc mplda prohfnmmén CFU-Unidad
Fornmadora de Colonias: GEMM ds Granulocitos, Eri y Macrofagos, Eo de
Eosindfilos , GM de Granulocitos Macrofe MEG de M iocitos, E de Eritrocitos, Baso:

Basdfilos, Neo: Neutrofilos, Eos: Eosinofilos.
Figura tomada de refi ia 98 con modificaci

gracias a sus experi con ratoncs irradiados cn los que se inyectaba médula dseca y se
observaba formacidn de colonias en su bazo, las CFU-S (ddl inglés Colony Forming Units
Spleen) cap de ituir las p i de células sangul

Otros experi i que d Ia existencia de las células talio son los
cultivos in vitro desarrollados por Maalf en 1988 (16), donde Iascﬂulasdc médula osmcr.m

cultivadas sobrc una matriz cn p de los g de




progenitores  mixtos. En cstos estudios se resalta tamblén la 1mportanc1a de los ﬁxctorcs de
crecimiento hematopoyético y de algunas interl que el de
cierios linajes ¢n particular, permitiendo respondcrnlas preguntas accrcadc {como s da la
formacion de ciertas células? jes un proceso d do por ¢! mi o
alcatorio?.

McCullogh y Till (15) proponian que cl p imi de los p i hacia
algin linaje cclular en panu:ul:u cra un proceso alcatorio, micntras que Cuny y Trentin (17)
prop queesen

Al evaluar la actividad de los diferentes HGF's por scparado se determind que bajo cierto
estimulo, las células de la médula dsca mantenian un  patrén  de  diferenciacién  y
autorrenovacion especifico y que, al cambiar las condiciones, los progenitores podian perder su
capacidad de awtorrcnovarsc. De esta forma, quedaba demostrado que !a respuesta de las
células  cstaba principalmente cn funcion de Jos factores presentes y de sus concentracioncs.
Sin cmbargo, fa proliferacion y dlfcrcncmcmn celular mrnblén ¢s regulada por Ia matriz
cxlracclular (colagenas de tipo I, lV fib: laminina) y el estroma

ido por fibrobl dfagos y las células tallo). Estos componentes
desempefian un papel  importante, ya que poscen la capacidad de "secuestrar" a los HGF's
controlando de csta forma su cfecto, creando ademds, nichos discretos para Jas células tallo en
los que ticne lugar la proliferacién vy diferenciacién, fenémenos que ocurren uno a expensas
del otro gracias a la presentacion de factores que realizan la matrizy ¢l estroma (12, 14, 18).

A diferencia de otros factores de crecimicnto como EGF, PDGF, FGF y NGF, los
HGF's son indispensables para la sobrevivencia de las cétulas sobre las que actvan (12, 14, 19).

En basc a la accién biologica de los HGFs sobre las poblacioncs de células
hematopoyéticas en un inicio sc habian establecido 5 diferentes comyp Tulares (19).

1) Células tallo autorrenovables

2) Células comprometidas a cicrto finaje celular

3) Compartimentos de proliferacion de linajes especificos
4) Comparti de diferenciacion de las células

5} Comparti de activacion para funci e

Sin cmbargo, al avanzar los estudios y observarse que participaban otros clementos
cn la hematopoyesis se modificaron los compartimentos en cuanto a sus clementos, aunque s¢
siguen considerando sdlo 5 (18).

1} Microambicnte entre células y factores.

2) Células tallo autoncnuvnblcsvcapaecs de generar todos los linajes.

3) Células p ya idas con algin linaje en particular, las denominadas
idades formad de colonias (CFU del inglés Colony Forming Units).

4) Células en el ultimo periodo de division, maduras ya en circulacién o en los tejidos,

5) Células accesorias capaces de  secretar imulad o inhibid y p

linfocitos T, NK, linfocil larcs grandes, linfocitos B, of itelios y fibrobl

En ambos snstcmns se scitala que los HGF's pueden ser rcslnngldos en sus cfectos a
un sélo compartimento o participar en varios de cllos.

Por su modo de accién, los HGF's sc pueden dividie en 2 grandes grupos:

CSF's det inglés Colony Stimulating Factors dc los que s¢ han descrito 4 a la fecha y son
GM-CSF, Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos-Macréfagos, G-CSF, Factor
Estimulador de Colonias d¢  Granulocitos, M-CSF, Factor Estimulador de¢  Colonias de
Macrdfagos e IL-3, Factor Estimulador de Colonias Multilinaje o Interleucina 3. En este grupo
también s¢ incluye a la molécul ida como Eritropoyctina (Epo) y que s¢ caracteriza
por promover la proliferacion de las células hematopoyéticas de tinaje eritroide.

Las Interleucinas de las que se han reportado a la fecha 12 diferentes v para cuya




designacién han sido dasde fa 1ala 2, no solo presentan cfectos proliferativos, sino
también diferenciadores y de activacién cn las células sobre las queactian.

Una diferencia mis entre ambos grupos es que las interleucinas son secretadas
por lo gencral por macréfagos y linfocitos, micntras que los CSF's son producidos
principalmente por células “no hematopoyéticas” como células endotcliales o fibroblasticas (20).

Los c¢DNA's para los 4 CSF's ya s¢ habian obtenido para 1988, cstas formas
recombinantes a pesar de carccer de los azicares presentaron cfectos en los ensayos in vitro
(cxccpto la Epo) ain cuando s pl dosis de El obtener grandes

idades de las 1 bi itié crear anti especificos para cada
umdecllas y de ésta forma determinar cfectos particulares, asi como también detectar y
cuantificar los niveles de sus receptores y descubrir que éstos se encontraban prosentes aun en
células que cn pnmcm msumcm no parecen relacionadas con ¢l sistema hematopoyético (21).

A algunas isticas de los 4 CSF's.

Multi-CSF 6 lL-3. Factor Estimulador de Colonias Multilinaje o Interleucina 3. El peso
de la protcina oscila eatre 14 y 30 kD (Kilodaltons) segin ¢l nivel de glicosilacion que presente.

Fue posible caracterizar sus cfectos gracias a su i6n por la linca micl itica
de raton WEHI-3B, de cuyo medio condicionado (MC) se le purificd (13). IL-3 ademds de ser
producida por Ia linca WEHI es producida por los linfocites T (12).

Es ¢l factor de rango de accién mis amplio ya que actda sobre practicamente todos los
progenitores de la linca micloide primitivos o ya comprometidos hacia cierto linaje, aunque es
incapaz de llevarlos a su madurcz completa, por lo que se le  debe considerar un factor de
competencia (20). El gen que codifica para 1L-3 esti muy cerca del gen d¢ GM-CSF en 5q23.31,
por lo que se picnsa que tiencn un origen comiin a partir de un gen que sufiié duplicaciéa (13).

La IL-3 tienc actividad  especic especifica, su homologia entre hombre y raton es de
29% a nivel de a.a., pero se incrementa a nivel de DNA hasta 45%, donde una region del lado 3°
cs 59% homologa cntre ambos. Se cree que csta region esta implicada en la regulacion de fa
transcripcion (13).

El receptor para 1L-3 esta comp por 2 subunidades, la subunidad f8 que le
alta afinidad es de 135 kD y es compartida con IL-5 y GM-CSF dindose competencia por
ella (22). IL-3 es uno de los factores de mis ripida accién junto con GM-CSF (23) y entre sus
cfectos se encuentran:

Promover la sobrevivencia y prelifcracion de  todos los progenitores dc ongm
micloide, pero también actia sobre cosindfilos mad para su
celular dependiente de anticucrpos (ADCC), fagocitosis por 1 duccién de anitn
superdxido y metabolismo, asi como en macrdfagos para ejercer nspusta citotéxica tal vez
por scerecién de TNF. En ratén sinergiza con GM-CSF y M-CSF cn la formacién de colonias,
provoca esplenomegalia (13).

IL-3 induce receptores para GM-CSF de alta afinidad, reduce los receptores de los otros
CSF's cn médula dsea de raton. (24).

Dadn su amplm tspcctm de aocnon s uno de los mas fuertes candidatos para cmplearse
en  difk tante dc médula ésca y recuperacion de
i wnmdmo, pi yasmsohooombmada emotmsfaaomsyaqucsmcrmm
con varios de cllos, excepto con GM-CSF ya que csta molécula la inhibe tal vez por la
compctencia por la subunidad del receptor que comparten (23). A cste respecto se debe considerar
que IL-3 también se autorregula negativamente,

Aecmdesume-:amsmodcaeclon,parnllay GM-CSF sc ha obscrvado que sus
cfectos son dependicntes de ATP, y que si se H ATP cexé, las son
similares a las provocados por IL-3 (19).

GM-CSF: Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos-Macrofages. El GM-CSF fue

£




punﬁcado a parur del MC de la linca linfobldstica MoT, aunque también ¢s producido por

T tio, fibrobl y itos (12, 13). El peso molecular reportado
para Ia pmu:machM—CSF es de 35 6 22 kD dependiendo de su  glicosilacién. Se piensa que
sus azicares al igual que cn otros factores ayudan u que sc absorba y distribuya en tejido, aunque
se ha obscrvado que formas menos glicosiladas parecen ser mas activas (23).

E! DNA para csta molécula fue obtenido de las células Mo. La localizacién cromosémica
det gen es la banda 5q23-31, muy proximo al de IL-3 (13, 25). La homologia entre la proteina
humana y la de raton a nivel de a.a. ¢s de 60%.

Por otra parte, sc ha reportado que presenta nn receptor de 2 cadenas, una de las cuales
cs codificada porel gen AIC2B y compartida con IL-3 ¢ IL-5. La expresion de esta subunidad
csta controlada por el propio GM-CSF v ¢l M-CSF (24).

GM-CSF presenta varios blancos y entre sus cfectos se encuentran:

Generar colonias de ofagos a bajas ydc locitos a altas (23).
In vivo presenta un cfecto similar (26). Por otro lado, pucde sinergizar con factoses como
M-CSF, G-CSF, IL-1 ¢ IL-3 en Ia formacién de colonias.

El GM-CSF sosticne la vmbnlldad y proliferacion de colonias multilinaje o de linaje mas
restringido, i la idad bicida y tumoricida de granulocites y monocitos,
participa en la secrecion de TNF L-1 M-CSF. Inhibc migracién de neutréfilos tal vez porque
incrementa los niveles de la proteina Mol (proteina adherentc para granulocitos), induce al receptor
para la fraccion C3b del complemento, aumenta la ADCC y la mucrte celular mediada por el

I (et de la ci icidad contra diversos blancos parcee mediado a través de la
produoclén de TNF), hace rcsponsxvos a los neutrofilos contra algunos preductos quimicos y
p la idn de anion sup (13, 25).

Por otra parte, induce Ja sintesis de G-CSF y 'INF e¢n los macréfagos (26), induce la
produccién dc mRNA para las 2 formas de IL-1 y de M-CSF (las protcinas para IL-1p y M-CSF
se detectan a los 2 dias micntras que para IL-la hasta los 3 dias). GM-CSF reduce los niveles
de receptores para G-CSF y M-CSF (24).

El GM-CSF sobre endotelios presenta cfecto dosis  dependiente en la proliferacién y
migracién de cstas oflulas a través de un gradiente de concentraciones por lo que tal vez ticne un
papel cn cl proceso de cicatrizacion de heridas. En estas mismas células presenta un incremento
enla expresién del proto-oncogene c-fos (27).

En sus cfectos parece no alicrar ¢l flujo de calcio ni Ia actividad de proteina cinasa C.
GM-CSF e¢s inhibido por si mismo y por IL-3 (13). GM-CSF ¢ IL-3 parccen presentar formas
ancladas a membrana, sc picnsa que tal vez dstas presentan  diferente actividad respecto a las
formas sccretadas (25).

El GM-CSF es delectado in vivo (12) y se lc esta ecmpleando en i de sind

ielodispla en pl de médula éscay cn la rccuperacién de pacientes que han
sido tratados con quimio o radioterapia (25).

G-CSF: Factor estimulador d¢ Colonias dec Granulocitos. El G-CSF fuc purificado del
MC de la linca fibroblastica 5637, micntras que su cDNA de un carcinoma de células escamosas
{CHU-2) y la propia 5637 donde por ser 9 nucledtidos menor, codifica para 3 a.a. menos. Pesa de
18 a 22 kD y es cl unico factor O glicosilado. No cs especic especifico, presenta 69% de
homologia entre ratdn y humano en la secuencia de a.a (13, 28).

El pen de Ia proteina humana se encucntra en ¢l cromosoma 17 en las bandas qi).2 a
2.1, micntras que cl gen que codifica para su receptor s¢ encuentra ¢n §p32-33, El gen para este
receptor transcribe 4 formas difcrentes de mRNA, uno de cllos genera un receptor en forma
soluble (29). Los receptores para G-CSF cs(an presentes cn - neutrdfilos, monocitos, células de
médula ésea, | bl {(30). Enel rmatén sus receplores se




incrementan conforme la célula madura, 1o opuesto ocurre en ¢l humano por lo que se picnsa que
1a accion de cste factor puede ser diferente entre mnbos urganismos (28).

El G-CSF 800 P y en endotclios 233-479 (19, 27).
La fijacion del G-CSF al receptor permite Ja mtcmallmmén dcgmdaclén y liberacion at medio de
csta moléeula (30).

Este factor es producido por linfocitos T activados, monocitos, células astrogliales
(29) endotelios y fibroblastos (12} en respuesta a TNF, IL-1, IL4, endotoxina y bacterias (13,
26).

Por otra partc sus. acciones son inhibidas por TNFa,, 1L-3 y GM-CSF que reducen sus

P (23, 30). sc p una desaparicion de reeeptores transitoria cuando se
cmplean M y GM-CSI‘ y su recuperacion s inhibida por cicloheximida (30)
Entrc los cfectos del G-CSF sc hallan: i laf: is por 1

peso solo en neutrdfilos, potenciar 1a sobrevivencia y funciones de estas células ¢ incrementar
sus formas inmaduras en circulacién (26). Reduce los receptores de GM-CSF y M-CSF  pero
sflo ¢n alta concentracion (24).  Es quimiotictico de monocitos. Diferencla las lineas HL-60 y
WEHI3D, ayuda a la diferenciacion de la linca U-937 por GM-CSF ln vitro (13, 27, 29, 30). 1L4
¢ IL-1 sincrgizan con ¢l pana la fc ion de colonias de granulocito: ofagos en humano
(26). Inducc ln migracién y proliferacion de endotelio. El quc se produzca cste factor cn médula
&sca junto con M-CSF por los endotelios y fibroblastos sugicre un papel autdcrino en la
regulacién de la proliferacion de estas células (27).

Se Ic emplea cn sind miclodisplasi peracion de quimioterapi pl
de médula ésca asi como en diferenciacion de i icloid: agudas deh (27,29).

M-CSF: Factor Estimulador de Colonias de Macrofagos. El M-CSF ¢s cl factor de mayor
peso molecular, La proteina activa cs un homodimero de 70 a 90 kD constituido de 2 cadenas de
45 kD. Los monomeros no son activos (21). Preseata un dominio hidrofébico que le permite

1 ala t celular, mi que la forma secretada se da por hidrélisis de esta

secuencia. El M-CSF cs el mas complejo de los CSF's. Su complejidad se da a todos niveles,
desde DNA hasta la proteina (13). El factor humano fuc purificado en 1984, su gen tienc 10
cxones, una longitud de 21 Kb y se locahza enel cromosona 5q33 1. Solo existe una copia del

gen que produce varios mRNA por de Las p amino
terminales en ratén y humano hacen pensar gracias a su similitud que  son xmpon.'mws en la
ividad (31). La cicloheximida inhibe la produccion de la proteina, pero cstabiliza su mRNA que

parcce incstable debido a pares AU de su rcgi(m 3'. Deesta fon'na, con una proteina 1abil y cstas
secuencias en su mRNA fa regulacion de M-CSF parcw darse a  nivel wans y
posttranscripeional (31).

El M-CSF es cl factor que se ha indo mas con padecimi 1
debido a que su receptor de 165 kD es codificado por el protooncogene c-fms que también sc
localiza cn ¢l cromosoma 5 (32). En los macrofagos maduros ¢f receptor para este factor sc
internaliza y recicla en 15 minutos, cn formas inmaduras tarda mds. El receptor presenta
actividad tirosina cinasa (28). El numcro de reccpmres para éste factor es muy bajo tanto en
células cn circulacién como en progy

Los transcritos de M-CSF se produccn en higado, pl fibrob} asf
como en algunos i de p cn h En ratén sc ha detectado también en
pulmdn, cerebro, corazén, bazo y dtero (31 32).

El M-CSF ¢s producido por fibrobl y doteli ftuti yen
respucsta a IL-I TNF ¢ IFNy, micntras que IL-4 lo induce en fibroblastos. Su produccion por

y itos T cs cn resy a diferentes cstimulos, (12, 13, 25, 26), Sus cfectos

son controlados también por diferentes mecanismos, por cjemplo; Ja induccion de statesis de
DNA inducida por cste factor es inhibida por IFNy, TNFa ¢ 1L-4 (33). Los 4 CSF's reducen el




cnlace del M-CSF a su receptor (23).

Cuando ¢l M-CSF cstimula a los JF e la produccidn de IL-1 y
TNF por cstas células, potencia su ADCC y mantiene sus niveles de prod'uccléu de anién
superoxido durante todos los dias de cultivo (13, 34).

M-CSF sinergiza con IL-1 en la formacién de colonias (26), baja los receptores de
GM-CSF y M-CSF pero sélo en  alla concentracion (24). Por otra parte, induce la expresién
de la subunidad de receptor partida por IL-3 y GM-CSF (24). Inducc sccrecion de IFNy
(31). El M-CSF humano actin débilmente para la proliferacién de células ya avanzadas en su

" diferenciacion, micntras que el cfecto ¢s mejor en células de ratén (33). Tambidn se le emplea
en la recuperacion de pacientes con cancer, pero sus resultados son muy limitados (24).

La activacion de sintesis de DNA por M-CSF cs detenida por Ia toxina de Pertussi, lo que
implica participacién de protcinas G (proteina ligadora de¢ nucledtidos de Guanina) en sus
mecanismos de seilalizacién al ticmpo que activa proteina cinasa C (33).

Como ya sc menciond, ha sido dificil detectar a los CSF's cn ¢ sucro de personas sanas,
entre los  primeros ¢ detectarse  se encuentra ¢! GM-CSF  (1971) (19). Posteriormente se
detecté  al G-CSF y M-CSF cn circulacién (28). La dificultad para detectarlos hace suponer que
s6lo son liberados en et mi bif donde se requi o a que son rapidamentc retirados
del torrente sanguinco (19).

Las primeras ctapas de prucba para la aplicacién clinica de los CSF's se cstin
dcsarrollnndo con ba.smnus rescrvas ya que por cjemplo, s¢ ha obscrvado que GM-CSF cn

con | <l nimero de blastos en circulacién, ademis de presentar
cﬁ,clos colaterales muy scveros entre los que se encuentran  dolor dseo, flebitis, fichre, fatiga,
ndusca, dolor de cabeza, de pecho, artralgia, mialgia, ademds de ser ripidamente retirado de la
circulacion. El G-CSF c¢s menos nocivo, pero también es incapaz  de madurar completamente a las
células dc los pacicntes, ademds es mucho més restringido @ su accitn (Zl) Ea vista de

cstos resultados, se estd do cmplear otras €omo ap ia idad
proliferadora de los CSFs para administrarlos;  hacer prohfcmr Tos clma: mahgnos y
volvcrlos blanco mis facil de radio o quimi ia, o bien, ) en
do los sincrgi que se p entre cllos al ticmpo que las dosis usadas s¢
reducu'ian y con csto los efectos oolalcmlﬁ (21).
Los HGF's no son las unicas léculas que participan en la h is, las
Interleucinas son  tambida muy importanies ca ¢l balace de los procesos d: pmluem:mn y
diferencincién, sin embargo; de entre todas las Interlcucinas, destaca la Interl 1.



INTERLEUCINA 1

La Interfeucina 1 (IL-1) es una glicoproteina de 17.5 kD de Ja cual cxisten dos formas
denominadas Interleucina 1 aifa ({L-1a) que presenta un punto isocléctrico {pl) de 5 ¢
Interfeucina 1 beta (IL-1f) con pl de 7. Las 2 fomms de IL-1 compartcn el hecho de pmcnlar

mis de 50 ecfectos, algunos d d Esta mols
afecta a casi cualquier célula del i por cllo modula pmplodxdcs inflamatorias,
mctabdlicas, fisiologi h éti [ gt (35, 36, 37, 38). Por su
conservacién a lo largo de la cvolucion, parcee que [L~1 es uno de los principales
d de los i de resp ad Molé con actividad de 1L-1 han
stda msladas de orgamsmos wmo anchdos y cqumodc!mos, o los que su pnncxpal funcuSn cs
los dos también como h o p )
a la fagocitosis y agregacion. Por otra parte, las moléculas de  los i brad son

biologicamente funcionales cn células de vericbrados superiores (9, 38).

Originalmente, ta TL-1 fuc deserita en 1940 como una proteina 1abil al calor, aislada de
exudados de granulocntns que tctua la capacidad de producir ficbre, por lo que se¢ lc llamé
Pirégeno Endd; ba un peso molecular de entre 10y 20 kD y pl de 7.2 (37). Para la
década de los 70's se le punﬁcé y obscrvé que dosis de nanogramos eran capaces de inducir
ficbre, pero también muchos otros efectos como disminucién ca los niveles plasmaticos de Fe
¥ Zn, neutrofilia, aparicién de actividad estimuladora de colonias, potenciacién de la sintesis de
proteina iloide hapitica A y activacidn de linfocitos, por lo que se le identificd también como
"Factor activador de Imfocntos" Posteriormente  s¢ observd fa homologia de este factor con
varias  sustancias quc habian sido descritas por sus efectos, por lo que, para evitar
ambigiicdades se Uegé al acucrdo de designar a todos estos factores con €l nombre de
INTERLEUCINA 1 (35, 39, 40). Algunos dc los nombres con los que s¢ conocié a IL~1 se
cnlistan cn cl cuadro 2.

Mediador Endd oL

Factor de Células Mononucleares

Catabolina

Factor Activador de Osteoclastos

Hemopoyetina-1

Factor de Neutrdfilos Prosotor de h thfcmmén de Linfocitos
Factor Inhibidor def Crecimi

Factor Inhibidor de Tumores-2

Cuadro 2. Algunos nombres de IL-1.

Las 2 formas de TL-1 son producto de genes difereates que para ol hwmano se
cricucntran encl cromosoma 2 en 2q13-g21 1aTL-1B y en 213 fi~la (41, 42).

En 19841 tico ct al (43) rep 1a clonacida del DNA de IL-la. de ratén a partir de
1a linea macrofdgica P388D1 codificando un precursor de 270 a.a., 31 Kd y pl de 5. Por su parte
Auron ct al (44) esc mismo aflo clonaron un ¢DNA a partir de monocitos humanos que
codificaba para un precursor de 31 kD de 269 a.a. pera de pl de 7 (11.-18). El no detectar a la
proteina de 17.5 kD que es 1a forma activa, indicaba que s debia prosentar algin procesa
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posterior para dar la forma madura, El segundo gen de IL-1 humano (IL-la) fue aislado por
March et al (45) en 1985, mientras que ¢l segundo gen de ratén (IL-1P) se cloné hasta 1986 por el
grupo de Gray et al (46). Al igual que con los 2 genss descritos anteriormente, los cDNAs
obtenidos codificaban para una proteina de 31 kD. Estudios posteriores han hecho posible aislar
fos gencs de toros, cerdos, concjos y ratas (35, 36, 37).

El gen de IL-1P es de 7.8 Kb, mientras que ¢l de IL-1a cs de 10.5 Kb. Ambos poseen 7
exones que codifican para Ia proteina, En ¢l ratén se ha reportado una organizaci6n similar para el
gen IL-18. Un hecho sobresaliente es que en la regién 3' de los genes se presenta una secuencia
epetitiva de 7 nucleéudos, que scpicnsa lc conficre inestabilidad al mRNA al mcnos que
se p inas bacterianas (LPS), ya que csta secuencia sc presenta en otras

itoci ibles 1a endotoxina (35, 37, 38).

Ambos genes presentan una gran sensibilidad a LPS, a grado tal que cuando sc desea
cuantificar transcripcidn, es necesario seguir procedimientos de purificacion del medio y suero
que aseguren que cn cllos s prescntan menos de 10 pg/ml de LPS, aunque algunos estudios
indican que se da su ivacion ain a aciones de 5 moléculas de LPS por monocito
(35, 47, 48).

La comparacién entre cspecies indica que las formas B de IL-1 presenta mayor
homologia (75-78%), micentras que la forma @ cs menos conscrvada (60-70%).
Sorprendentemente, las 2 formas dentro de una misma especic solo presentan cn promedio 25%
de  homologia (46). En la paracién por i ] N inal de @ es mis
conservado en los precursores, cn cambic cn B, ¢l cxtremo C-terminal de la proteina madura
(region de l1a actividad bioldgica) es ¢l que se conserva (35, 36, 37).

Gracias a los andlisis moleculares, sc ha podido proponer que IL-1a es cl ancestro de las
2 formas cxistentes de este factor micatras [ derivé de clla por transcripeidn inversa (38).

Como ya se menciond, las 2 formas de IL-1 son sintetizadas como precursores de 31
kD (pro IL-1). El precursor no contiencn un péptido scflal que pudiera indicar un sitio ordinario
de corte para originar ¢l extremo N terminal, lo que hace a IL-1 vnica entre las citocinas (49). La
pro IL-1 es procesada por enzimas que originan la forma carboxi-terminal activa de 17.5 kD
llamada proteina "madura” (35, 36, 37).

La pro IL-la sc fosforila y es parcialmente activa, aunque permanece en el citoplasma
hasta 15 hes. Por su paric, la pro IL-1f colo permancce 2.5 hrs en el citoplasma, es
parcialmente activa ain sin fosionlar y es la forma mds sccrctada tanto en ¢l ratén como cn ef
b Ensu it oft de calcio (49, 50).

El 70% de 1a IL—l[l cs socmada por las células mononucleadas de sangre periférica cn 24
hrs, mientras que Ja IL-la permancee en la célula durante las primeras 20 hrs  asociada a
membrana (40).

No se conoce como la IL-1 ¢s transportada del citosol al compartlmcnto extracelular,

ni como es procesada para originar las formas mad La del p y su
procesamiento parccen ser cventos unidos, sin emt algunos  estudi i que la pro
IL-1P es sccretada como tal y promada al llegar a los sitios de inflamacién, ya que la pro lL-lp
asi como un piptido p: do han sido dos en los sot

(37). Eacl p i dc la pro IL-1f se hanunphcadoala Elastasa, plnsmma,
proteasas de colagcnasa y serina, asi como una p P cn los
que corta cn la alanina de Ia posicién 117. El ext N inal "natural” de la IL-1P ¢s esta

alanina, aunque s¢ han reportado formas con otros extremos (35).
Para cl procesamicnto de pro IL-la se invol a unap neutral activada por
calcio conocida como Calpina que la corta para originar la forma sccretada activa (35).
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Como la produccién de mRNA de ambas fnn-nas de [L-1 es casiigual a la cantidad de
proteina se dice que su produccidn es regulada principal anivel de ipeion (40).

IL-1p madura sc encucntra en i orina, plasma, fluidos peritoncales, pleurales y de
las articulacioncs. Por otra paste, IL-lo se manticne unida a la membrana mediante un cnlace
tipo lectina. Casi toda Ia IL-1 asociada a la célula es IL-la. La IL-1a en la membrana puede ser
importante si la célula mucre, ya que sc libera y desencadena respuesta en otras células (51).
IL-la también puede cstar unida a la superficic cefular via su receptor (35). Cuando se
cuantifica c! efecto bioldgico de las célutas con IL-1 cn la b se debe ser cuidadoso con el
procedimiento de fijacién, ya que el tratamiento puede liberar a la molécula. No se conoce cual es
la orientacion de la molécula de IL-) en la membrana eclular que e permite acoplarse a su
receptor y cjereer sus cfectos.

Con 1a finalidad de conocer fa estructura tridimensional de IL-1, asi como las secucncias
de a.a. que le permiten acoplarse a su receptor  y desencadenar sus efectos, s¢ han realizado
cstudios donde sc¢  han creado péptidos sintéticos de IL-1, usado anticucrpos, mscnado
mutacioncs en ¢l DNA y cristalografia de rayos X ¢n csta ticul En cstas B
se ha obscrvado que atn cuando los péptidos sintéiticos se unen al rcceptor, en ocasioncs no
solo algunas, o bien lo hacen cn fonma débil lo  que
implica que las actividades de IL-1 se encucntran  distribuidas  en diferentes vegiones. Al

3 los cstudi lcando los péptidos con los dios donde sc usan anticuerpos y
aquellos donde  se inscrtan i s¢ ha d inado que posicioncs importantes para la
estructura y activided de IL-1 son: Arginina 120, histidina 146, los a.a. de la posicion 163-186,
208-26% y sus 2 cisteinas (35, 36).

Con respecto a la los cstudios revelan que IL-1 posce 12
plicgues § unidos por pucntes de hidrégeno y que ¢s similar a un tetrahedro cuyo interior se
cncucntra lleno por las cadenas hidrofébicas de los a.a. excepto por grandes porciones de la
cadena lateral del  Acido glutimico que parece ser muy importante para la actividad. Presenta
también un bucle entre las hojas P plegadas gracias a los a.a. de la posicion 163-171 (37).

RECEPTORES DE IL-1

Se han descrito 2 moléculas como los receptores de IL-1 y  sc les ha denominado como
IL-1RI ¢ JL-1RIE:

1L-1RI: Receplor de Interleucina 1 tipo I. Es micmbro de la superﬁumha de Ias IgG
con una v1d.1 medu\ dc 12 hrs. Se en fibrobl:
células sii h itos, células T CD4 pero no CD8, ‘monacitas {52, 53).

Este mq)mr fuc punﬁwdo por Urdal et al (54), micntras que Sims ct al (55),
describié fas regiones que lo forman: uma n:glbn extracelular de 391 a.a. y que posee 3 dominios
del tipo IgG con varios sitios posibles de ilacio lan:glbn b Idc2laa y
1a citoplismica de 217 aa. que no posee homologia con ninguna protcina cinasa conocida, pero
cuyos residuos serina-treonina son fosforilados tan pronto como se acopla a su ligando (35,
55).

La TL-1 unida este receptor cs internalizada en un 60 a 70% deatro  de los primeros 5
minutos, no sc degrada y se le halla en el nicleo horas dupus lo cual implica que existe
algin sitio dc reconocimiento de IL-1 en el micleo para su biolégica. Sin embargo,
algunas de las respuestas medizdas a través de mtcmocptorw‘nocambmsmdmbohsmodd
écndoamqutdémco se dan cn unos cuantos minutos, por lo que dcben ser distintas en su

de activacién por IL-1 P a los i de controf nuclear. Sélo se
necesita una minima ocupacién de los recep parap Ta resp {56).
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La expresidn det IL-1RI es controlada por la propia IL-1. Cuando se cultivan células
en presencia del  factor  a concentraciones que no ocupan mas del 10% de los receptores

sus nid descienden entre  60% y 80% durante 24 hrs manteniéndose ¢l efecto
durante 72 hrs, debido a una disminucién en el ticmpo de vida medio de su mRNA de 8 hrs a 1
hr. Otro regulador negativo cs cf TGFp. Efectos positivos en la expresion del IL-1RT son dados
por IL-2, ésteresde forbol, PDGF y prostaglandinas (35, 36, 56).

IL-1RH: Receptor de Interleucina 1 tipo I1. Se localiza en células y lineas de células
B transformadas asi como en nentréfilos y células de médula ésca. Con un peso de 68 kD, su
region extracclular presenta solo 28% de homologia con el receptor I, un mayor parecido
transmembranal, pero una gran diferencia cn la regitn citoplasmitica, ya que la suya ¢s mis

corta, lo que reduce su peso y provoca que su traduccion de seflales sea diferente. Sc
picnsa que es también un micmbro de la superfamitia  IgG, aunque algunos cstudios
indicar que no posce los llplws jomil lulares de las moléculas de esta familia (56).
El IL-IRII es pob doy posteri su ligando es localizado en ¢l niicleo
(2-3 hrs). Su numcro por célula cs de 200-1200 (38). Tiene una vida media de 2 hrs (35).

IL-1 incrementa la expresién del JL-1RH en linfocitos B, Fibroblastos y células de
médula ésca maduras (57). El G-CSF, GM-CSF, IL-3 ¢ IL-6 aumentan su cxpresion en  células
mononucleadas de médula ésca (57). Los FGF's incrementan cstos receptores para IL-1 en
fibroblastos después de 2 horas, sin cambiar su afinidad (37).

A partir dc los cstudios en ¢l sucro, en sobrenadantes de células mononucleadas de
sangre periférica, ecn  cxudados de células sinoviales y en medio condicionado de la linea de
ctlulas B Raji, sc ha encontrado una molécula que cnlaza a IL-1B asi como su precursor, pero
no alaiL-la. La molécula pesa 47 kD y dado que no se detecta su liberacién cuando se afiaden
inhibidores de protcasas de serina a las Raji, sc¢ picnsa que ¢s un derivado proteolitico det
receptor Iy que puede servir como regulador de la actividad de la IL-11 in vivo (58).

Los receptores de IL-1 de las células en circulacién  parccen ser de baja afinidad ya que
su constante (Ka) es de 10°6 10'® M micntras que los de células fibroblisticas son de alta
afinidad, con unaKa de 10" 6 10" M? aunque no sc ha demostrado que la difercnte afinidad
conficra diferente respucsta (59).

Aun cuando se dice que ambos receptores pueden unir a fas 2 formas de IL-1 de igual
manera, hay gran evidencia que indica que dependiendo del tipo celular y especie animal, se
presentan diferentes sitios de union y "preferencias”, asi como diferente induccién de respucsta.
Por lo general, IL-la se une mejor al receptor I, mientras que P al I5. Por otra parte, anticuerpos
contra ¢l receptor I inhiben preferentemente el cnlace de B, lo que sugiere que se presentan
sitios de union diferentes para Jas 2 formas de IL-1 dentre de un mismo receptor (35). Con
respecto a los efectos, IL-1B  cs 30 veces més potente que a para reducir ¢l nimero de los

p de la b luteini (LHR). IL-18 es mis potentc cn sus efectos sobre
cercbro, pancreas, células de la granulosa, células Leydig y  en sus propiedades
inmunomodulatorias que IL-la (58).

Respecto a la transduccion de seflales mediada por los receptores existen reportes
contradictorios (60). El equipo de Mizcl et a (61) indica que la scilalizacién a través de IL-1
: P h

oy

- Una proteina cnlazadora de GTP unida al IL-1R, ya que los cfectos son inhibidos si
sc emplea toxina de Pertussi

- AMP ciclico (cAMP) ya que éste y sus andlogos mimctizan algunos de Jos efectos de
IL-1, ademds de que la propia IL-1 induce una elevacién transitoria en los niveles de cAMP
cuando induce al receptor de IL-2.

- La proteina cinasa A que activa al factor nuclear NFkB
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- El factor nuclear NFxB que sc cnlaza a clementos  potenciadores de varios genes
inmunomodulatorios.

Mizel propone que pucde haber variaciones sobre cste modelo de  respucsta
dependiendo  del tipo celular, por cjemplo, el receplor pucde acoplarse a una proteina G no
sensitiva a toxina de Pertussi y activar factores nucleares diferentes, asi como también usar
otros scgundos mensajeros en vez de ¢AMP, ya que concentraciones clevadas de esta
molécula son inhibidoras.

Por otra parte, el cquipo de O'Neill (62) sc en completo d do ya que
sefiala que han detectado cambios ecn actividad  dc  proteinas  cinasas involucrando
fosforilacion de scrina, pero donde no participan ni 1a proteina cinasa C nila A, ya que no sc han
hallado incrementos en los niveles de cAMP o diacil glicerol (DAG), aunque si cambios en las
concentraciones de Na e H y la participacién de una proteina tipo G, pero poco sensible a la
toxina de Pertussi. Con cstos hallazgos, proponen que 1a IL-1 seilaliza a través de un sistema de
protcinas  cinasas desconocido hasta ahora, hecho que proponen "no seria extrafio dada la unicidad
de IL-1 cn la naturaleza™.

FUENTES Y ESTIMULO DE PRODUCCION DE IL-1

Originalmente sc deseribié a IL-1 como un prod de los Of ivados de
difcrcnlcs tejidos como  pulmén, pcntonm!cs sangre periférica, bazo, médula dsca y
lia. Sin emb los que d in vive pierden su capacidad de

produmrla (35, 37). La produccion de TL-1 por parte de los monocitos depende de la hora del dia,
contenido dc grasa en la  dicta, consumo de  inhibidores de la ciclooxigenasa,
ihit ini ides y otros agentes, asi como del tipo de macréfago ya que sc ha
obscrvado que por cjemplo, los macrofagos de pulmén sceretan menos IL-l que los
monocitos de sangre periférica y ésto parece deberse a que sintetizan mRNA para este factor cn
menor cantidad (1).
Otras fuentes de IL-1 son: qucmtmocnos células gliales, linfocitos B normales y
transformados, células NK, linf grandes, endotelio, neutrofilos, astrocitos,
lo liso, fibrob!: células sinoviales, células dendriticas de piel, cpitelios de encia,
intestinales y cervicales, células de nédulos linfiticos y placenta (38, 40). De entre los linfocitos T,
las células de memoria CD4 CD45RO* fucron las Gnicas capaces de producir TL-la y se picnsa
que fa produccitn de IL-1 por estas células podria conducir a un menor umbral de estimulacion
por las células prescatadoras de antigeno (63).
El circuito de produccitn que sigue TL-1 i con su por
su llegada a fibrobl donde p la ion de GM-CSFy M-CSF que a su vez
actiian sobre los progenitores de macréfagos que una vez maduros, secrctarin la IL-1 en
respucsta a vasios estimulos (20).
Con cxcepeion de queratinocitos de picl, células cpitcliales y algunos p del
sistema nervioso, IL-1 no ¢s obscrvada en ningin otro tipo celular en individuos sanos, por
ejemplo; los fibroblastos de pulmén sélo la secretan si rwbcn ll..-l cxogcna (l 35, 37). Sin

corti

2r.

unbnrgo, s¢ prcsenm un gran cn su prod idn, toxinas
i agcnm o de  linfoci m:uvados y en algunos cstados
logicos como | ias micloid 3&“@(64)

IL-1 ¢s detectada en células del sistema nervioso central, donde s¢ cree actiia a nivel de
los organos circuventricularcs donde 1a barrera de sangre s¢ interrumpe  (65), sin embargo; se
manticne la duda de si estas moléculas son activas, al igual que en el endotclio del cordén
umbilical, donde se picnsa que cs inducida por el stress del parto. Asi pucs, en ¢l humano no s¢
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ha podido determinar ¢l papel de la IL-1 en ¢l estado sano, excepto para la hematopoyesis, donde
el efecto de 1L-1 scda al estimular a las células del estroma a secretar los CSF's ¢ IL-6 (40).

Los LPS son los ind por fencia de 12 produccién de IL-1. Bajo condicioncs
hbrcs de LPS, la smtcsns "espontinea” de IL-1 por parte “de diferentes células no se presenta.
do la end ia cxpresion de mRNA cs detectable dentro de 15 min, alcanza un

miximo a las 8 hrs y desciende ripidamente (37, 40).

Si IL-1 estimula su propia produccion, ésta es mas lenta, pero se sosticne por 30 hrs
(40).

IL-3 produce muy poca sintesis de RNA de IL-1p que se sostiene sélo durante 80
minutos, en consecucncia es muy poca la cantidad de proteina liberada al medio. Al combinar
IL-3 con M-CSF, el efecto sobre el mRNA sc prolonga por 4 hrs tal vez porque IL-3 aumenta
fos receptores para M-CSF favoreciendo su efecto (66).

Por su parte, ¢ GM-CSF aumenta 6 veces ¢l nivel de mRNA de IL-1B, micntras que
M-CSF sblo 2 veces. Ambos factores aumentan la actividad del factor nuclear NFkf que como ya
se menciond, s¢ cree cstd involucrado en Ja ruta de sefales de transduccién de IL-1 (66). Otros
estimulos para Ia produccién de IL-I son bacterias Gramm positivas, virus vivos de doble
cadena de RNA, componentes del complemento, sales biliares, lectina, TNF-a, IL-2 ¢ IFNy éste
dltimo siempre y cuando esten presentes LPS o TNF, ya que si no sc da esa condicién, se inhibe
su transcripcion (38, 67).

IL-1 puede ser inducida en ofagos por adt ia, Forbol miristato acctato (PMA),
particulas de litex, silica gel ocontacto con linfocitos T via complcjo mayor de
hnstocompauhlhdad clnsc la (MHC-h) (40 66, 68).

fucmn p de gencrar liberacion de IL-1

cxeepto C3b binada con endotoxi ycn det receptor para LPS (67, 69).
Por otra paric, entre los inhibidores de fa actividad de IL-1 se cncuentran: la
prostaglandina Ea (PGE2), la Timosina fraccion 5 y ¢l mit6 tina A (ConA) (70). El

cAMP suprime los cfectos de la IL-1 dependiendo del estimulo y 1a célula donde se produzea.
Los glucocorticoides, IL+4, IL-6, IL-10 y TGF-B también suprimen a IL-1. Los corticocsteroides
la inhiben si sc afiaden antes del inicio de la transcripcion. Los agentes que inhiben en forma
inespecifica 1a ruta del metabolismo de araquidonato también inhiben a IL-1 (38). Si se trata a los
macréfagos con anticuerpos anti MHC-Ia, 1a produccién de IL-1 se ve inhibida (68).

El TGF inhibe la expresion de mRNA de IL-1f en un clon leucémico y con cllo
detiene la diferenciacidn de estas célutas inducida por lL-l (71).

La produccion y supresion de IL-1 en [ lada a nivel trans y
postranscripcioml, asi como por la intemalizacion de su receptor (38). Después de la
adherencia  de estas células o su icion a cicrtos cl del 1 o ionéforos de

Ca*?, sc puede detectar tmnscripcién, pero no traduccion ain cuando ¢l mRNA no ¢s destruido,
Las células que contiencn este mRNA se y Iquicr otro |
desencadena una rapida traduccion (38).

et

EFECTOS DE IL-1

Como ya s¢ menciond, la 1L-1 esun faclor muy pleiotropico, con una enorme cantidad
de cfectos biolégicos, algunes de cllos di ¥y que en i son mediados a través
de la liberacién de otras citocinas como IL-2, IL-6, IFN-y, TNF-ay los CSF's. A continuacion se
describen algunos de los cfectos de IL-1.
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Efectos en la produccién de otras

IL-} incrementa la sintesis de inas patolégi fibri del

Il factor B, loprotei factores dz facién. En el hxgado mcmnmtzla sintesis

de prolclnas de shock térmico y de molécutas "barredoras” de Oz asf como acidos grasos.

Aumenta la sintesis de tiroglobulina y peroxidasa de tiroides, pero inhibe liberaciéa de hormona

tiroidea inducida por prolacuna Inhibe la sintesis de gonadotropina wnémw mducxda por

cn smtcsxs de ides por Ia h
(ACTH), genera liberacitn de i ina asi como de ACTH (35)

L-1 exdgena promucve glloéllsu enel ocmbm, incrementa la sintesis de transportadores

de glucosas, mata a las células P de los islotes de Langerhans al activar la sintesis de proteinas

apoptéu:as S| hay baja concentracién de azicar en ¢l organismo estimula la sintesis de pre-

i la i6n ¢s alta, la inhibe (35, 37). Provoca secrecidn de sodio, induce

produccnon de superdxido, activa mctnbohsmo de fcido araquidénico, mcmmmta cxpnsnén
de moléculas de adhesién en cnd (ICAM-1) y del inhibid dcl i de pl
del factor de von Willebrand y de PDGF. I i yp

de  condrocitos, lncn:mmm sintesis dc PGE: en diferentes células (72). IL-1 estimula la

liberacién de diacilgli o fosfocolina sin afectar ¢! cambio de fosfoinositol, provoca la
liberacidn de proteasas (52).

La IL-1 anmgmmwnlafosfatasa almlma para producir vntm'mna D. Provoca la

in de aldchido deshid los e & Ia

4 Hidroxiperoxiciclofosfamida c (73) Provoca liberacion de histamina por basofiles y la
degranulacitn de cosinéfilos (35, 37).

Interleucina 1 reduce la sintesis de  aldosterona  alterando su  mRNA, favorece la
degradacion del mRNA para el IL-1RI. Incrementa la transcripcién del protooncogén c-abl, de
los genes JE y KC que son genes inducidos por ¢l PDGF al desarrollar sus efoctos, induce los
factores nuclearcs NFxB y AP-1. lncrmmmlatmnscnpc:éndclaseolagmas tipo I, MylIV.
Gmcm""dela,‘delgmdc“"m, be la expresida de los
genes de cil P450, y lipasa lipoprotcica (35, 37).

La TL-1 incrementa su propia expresion asi como las de G-CSF, GM-CSF, IL-6,
PDGFAA c¢ IL-8 a nivel de mRNA dindoles una estabilidad 50 voces mayor (57, 72). IL-1
incrementa Ia transcripcion de mRNA de 1a subunidad @ de los P para GM-CSF d&c 6 a
8 veces y tambicn fo estabiliza (74). Aumenta el receptor de IL-2 de baja afinidad, al tiempo que
aumenta su transcripcion y lo estabiliza controlando activacién y proliferacién de linfocitos (74,
75).

lnlcrlwcmalswgtmmM-CSFclL-Bmh recuperacién de ratones irradiados y
fc i do ¢l niimero de receptores para los factores. IL-1 estimula
liberacién in vllrode CSF's por parte de odlulas endoteliales, fibroblastos, macrfagos, linfocitos
T, numhndosmmwl&mmﬁndﬁpu&dcmmuﬂm&ywmdbsmpmhfhaﬂén

de células tallo. IL-la p ia la sob de p de locitos y macréfagos
(76 77 78). Inducz diferenciacidn do algunos clones leucmi icul de ¥ i
i a granulocitos sola o binada con GM-CSF, déndoscsxmmm\o para este cfecto en

ooncmtmclones bajas (71). Actia como cofactor de anti-CD3 para la secrecién de IL-2 (52).
Sinergiza con IL-6 en la proliferacién de linfocitos T y con TNF-a en la  proteccion de ratones
contra endotoxina (38).

Intereucina 1 activa células B en conjuncién con [L~4, activa linfocitos T, cocstimula su
prolifcracién en respuesta a diversos mitdgenos (79). TL-1 necesita tratamiento conjunto con IL-3
para provocar mejor formacion de cosindfilos (78). Sinergiza con los 4 CSFs y EPO en la
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proliferacida de los linajes micloides (79). Si se le combina con TNF inhibe la proliferacin de
cttulas sanguincas. La pmduccién dc GM-CSF por cl timo depende de 1a IL-1 (70).

1L-1 genera d tipo | al calazarlos ain cuando no se encuentre
cn exceso hasta en 1/6 de su mvd ongmal (80), provoca también un descenso en ¢l nimero
de reoeptores de TNF, al ticmpo que la ion de los p de TGFp.

Provoca descenso en los sitios de unién para PDGFBB y PDGFAA aunque ¢l descenso en la
cxprcslén de los receptores para este dltimo factor s¢ revierte a 72 hrs (72). Inhibe enlace de
(abs) al plejo CD4, baja 1a afinidad del receptor de EGF, inhibe formacién del
receptor de LH. Incrementa el enlace de opiados a su receptor en el cercbro (35).
Inhibe el incremento d¢ MHC-DR en astrocitomas tratados con IFNy, asi como en
fibrob) de picl les y picl de enfc psoridticos, de hecho; el cfecto de los LPS en
reducir MHC csta mediado por IL-1 (74).

Efectos Proliferativos

Interleucina 1 inducc la  proliferacién de  fibroblastos, misculo liso, células
mesengliales, endotclio y de células hematopoyéticas linfoides. 1L-1 posce la capacidad de
mediar destruccion o rq;mcién dc tejido mesenquimal (72). Provoca proliferacién de CD4 en
respuesta a la expresion def receptor para inmunoglobulina E tipo 11 (81). Incrcmenta la
proliferacién de epitclio timico, aunque también controla la diada por ¢l receptor de
células T.

IL-! regula los ciclos de proliferacién y  sobrevivencia de los  progenitores
icos, Sinergiza con  TNF para la produccion de PGE: en fibroblastos inhibicndo la
mitosis (1).

Otros efectos de IL-1

La IL-1 cs medindor & la respuesta de fasc aguda y 1a respuesta inmune contra un
reto antigénico (40).

fl-]1 cs mis efectiva para proteg itopé de infeceidn por
Pseudomonas aurcogirosa  que IL6. Adn wmbmadas “a difercntes dosis no se presenta
sinergismo entre ambas, por ¢l contrario, se¢ presenta un ligero  antagonismo, de 1o cual s¢ deduce
que 1a proteccién conferida por IL-1 ante infecciones bacterianas no ¢s mediada por IL-6 y
que en esta situacion 1a produccién de IL-6 cs independicnte de IL-1 (82, 83).

En pacit con "'yﬁbrosmr‘ pontdnea s¢
clevadas de TL-1 lo cual se asocia a inflamacién (1).

En las articulaciones, [L~1 gencra degradacién de tipo annuca, mombn dclnmamz
de médula ésca y de hueso  (52), ya que induce ién de
que . degmdan al mm’lago su accibn sc ve favorecida  por los FGF’s (59) Pamupa en

latizacion (52). Protege a los progeni pOY de

o

agentes toxicos (73) .

TL-1 sc defecta cn plasma después de ejercici y de la ovulacié asloomo en
clrechazoa transplante de rifion, hepatitis alcohdlica, q d sepsis, después de
con UV contra psoriasis, en pacicates con hemodilisis, artritis, en liquido ccfaloraquideo después de
meningitis y en los fluidos pcntoncal g\ngmal. na.sal omlnr y de ofdo medio (35, 52).

La JL-1 tambié p en loide aguda (AML), en pacientes con

fermedad Hodsking, 1 tas de linfocitos T y otras | ias donde se le atribuye papel en

1a prolifcracién de los clones malignos en forma directa 0 a través de secrecién de otros CSF's
como G-CSF y GM-CSF (64, 84).
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lL'l+‘lf6 bran a los del i con ciclofosfamida y ayuda a

P

proteger a los p Ber icloides dc agentes quimicos (40, 73). IL-1 juega un papel muy
p onlai ion de paci con artritis micntras que por otra parte, sus niveles
son bajos cn pwcnus con cincer mclastésloo (40).

e h por via i provoca  ficbre, anorexia, mialgias,
altmlg\as, dolor de cabeza, malestarces cstomacales, suefio, Ilbcmubn dc ACTH, hipoteasion,
fibrosis, ruptura de 1a matriz cclular, migracién de células infl lacion de células
tallo hcrmlopoyéucas aumentando las fcmms inmad de  granuloci en  circulacit
scguida por leucop la a infocci es radiop i baja la
resistencia  vascular, reduce las funci del mi , genera acidost ica,

pulmonar, provoea bajas en los niveles de Fe'?, Zn'?, Cu'?, asi como un balance m:gmvo ) de N2
por proteolisis y disminuye 12 sintesis de albimina (35, 36, 37). A bajas dosis favorece
cspermatogénesis, a alta la inhibe, también inhibe la  contraccion de misculo liso vascular €
infiltracion tisular de neutréfilos. Es por csta razbn por lo que no se suministran dosis mayores de
300 ng/Kg. Si sc suministra por via inca los cfectos descienden, al igual que si se aplica una
sola dosis de alta concentracién en lugar de varias dosis pequeiias (37).

En humano, IL-1 cs mas toxica que en ratén, pero dada su potencialidad sobre la
hematopoyesis, tal vez podria ser empleada cor una moléeula que sus
disminuir las dosis éptimas o bicn en combinacion con otros factores a bajas dosis (38 57, ).

CONTROL DE I1L-1
Dada la enorme cantidad de cfectos generados por la 1L-1, ¢l organismo ha desarrollado
di de la bajo control. IL-1 pucdc serregulada a nivel de sintesis,
lmnscnpcnon. duccitn y ion. Para ¢l ory podria ser importante  bloquearla
despucs de izada impidiéndole i i con los blancos a los que esta destinada.
De todos los i que lan la actividad de IL-1, taf vez el mas importante

sca el que estd a cargo ded Antagonista del Receptor de IL~1 (IL-1ra).

EllL-lra fuc conocido originalmente como “inhibidor de IL-17. Es una proicina que
fuc purificada de la orina de pacicntes con leucemia monocitica con un peso de 23-26 kD.  Se
obscrvd que bloqueaba el enlace de IL-1 a su receptor en forma especifica y que no cnlazaba a
la fL-1 para suprimir sus efoctos (35). Purificindolo de monocitos adherentes y de 1a linca
U-937, su secuencia pudo obtenerse gracias al trabajo de Eisenberg v su equipo (85) quicnes
construyeron ¢l cDNA de una proteina de 152 a.a., con peso predicho de 17.115 kD, plde 5.2,
un sitio de N glicosilacién y homelogia limitada con ambas formas de TL-1. S¢ lc clond y expresd
en E. coli. La proteina obtenida inhibia el efecto de L1 sobre los fibroblastos.

EL llflmscunccmumaﬁmdadsumlaralasz formas de IL-1 al reeeptor, por lo que
se conocid también como IL-1 Recep ist Protein (IRAP). Presenta 19% de homologia
con IL-la y 26% con IL-1{3, las regiones similares entre las interieucinas, pero difercates con
ol 1L-1ra pueden ser importantes para cl cfocto y éstas son las posicioncs 120, 124, 125, 127,
146 y 150 (35, 85). Su forma recombinante bloquea de forma iguaf los cfectos de IL-1 1anto in
vitro ¢ in vivo a pesar de carecer de anicares. Sin embargo, al parecer ¢ bloqueo ¢s  mjor
sobre cl IL-1RI, aunque otros reportes scitalan que esto puede ser diferente entre especics (85).

Dado su modo de accidn y la homologia de secuencias con TL-1, se decidi6 cambiarle ¢l
nombre dc IRAP por ol de TL-1ra. El IL-1ra previene muchos de los cfectos cofaterales gencrados
por la administracién de IL-1 si sc aplica antes que ¢l factor, micntras que tambidn detiene la
proliferacion de leucemias al parecer inhibiendo la i6n dc CSF's mediada por I1L-1 y
gencrando una sciial de muerte irreversible aiin cuando se le retire del cultivo. Para ¢l bloqueo de
efectos, las dosis de IL-1ra puede variar (84).
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Otras moléculas capaces dc inhibir los efectos de JL-1 son (as proteinas de cnvoltura de

, ¢l factor cstimufador de melanoci nlfa. TGF[i lFNy iz somatostatina, factor
hbemdordeumldcs factor liberador de corticotropinas, cl dipéptido de il metil dster, la
uromodulina (detectada en orina de emb d l lobulina HazM (que ¢ a

proteina plasmatica que mas enfaza a IL-1) (35, 86), algunas lipoproteinas, lipidos y ¢l factor de 52
a 66 kD presente cn ¢l medio de la P388, asi como IgG anti IL-Ja producida por ¢t propio
organismo (87). Sin embargo; ninguna de estas sustancias inhibe ¢f cfecto de IL-1 bloqueando su
unidn al receptor, aunque el TGFB baja ¢l nimero de los reccplores presente sobre las células.

Ademis de las molé das por ct para far a IL-1, sc han
creado anticucrpos contra el TL-1RI que han sido capaces de bloquear cn gran medida algunos
de sus cfectos, pero fallando completamente en otros por fo que ofra cstrategia para regular los
efectos de IL-1 fue crear en forma recombinante af IL-1RI ya que no se han encontrado formas
solubles naturalmente a diferencia de lo que ocurre con [L-2 o TNF. A pesar de eflo, al
suministrarlo sc han podido evitar algunos de fos efectos de IL-1, pero no se sabe que tanto de
cllo ¢s atribuible a un d de la infl ion mas que a un descenso  de
inmmunosesponsividad (35).

Para finalizar la seccion de los factores que participan cn los p de dife
de las oelulas i se describird a otra molécula que no sc cataloga dentro de los CSF's o
lag Inter) ipa di en ¢l proceso de hcmatopoyes:s, pero que es capaz de
activar y po(cnclar muchas de las fanci defensivas de Jos | el Interferdn Gamma
(IFNY).

i

INTERFERON GAMMA

Los interferones (IFN's) son claborados por las células en respuesta a virus, antigenos
o mitdgenos. Inducen el (lamado estade antiviral, pero a partir de su descubrimiento por Issacs y
Lindenmann cn 1957 s¢ les han atribuido otras funciones como factores inmunomoduladores,
supresores  de  proliferacion  y diferenciadores (88). Debido a sus caracteristicas sc les ha
dividido en 2 grandes grupos:

- [FN's tipo 1, quc comprenden fas formas @ y P de estas moléeulas.

- IFN tipo 1l o IFN inmune que cs la forma . Para los propésitos de este trabajo, nos
centraremos mds en este factor,

El IFNy presenta un solo gen que para ¢l humano sc encuentra en el cromascma 12,
nucmras que en cf wtbn sc presenta en ol 16 (8). La ia dec IFNy es

d: 12% b g2 a la del IFNa, La proteina madura es de 146 a.a. de longitud,
o presenta cisteinas, por lo tanm es incapaz de formar pueates disulfuro, es glicosilada. En la

fécula humana los residuos Asp-Pro ca fas posiciones 2 y 3 lo hacen 1dbil al 4cido, apH23la

protcina se rompe on csa posicion perdiendo  por completo su actividad antiviral. La pérdida
dc aa. 19 dcl extremo mrbosulo terminal reduce su actividad hasta 1000 veces (88). El IFNy
izad § e IL-2. El IFNy, ¢s secretado por linfocitos

(3!)4+ CDs*, NK, y al pan:ocr I vitro los macréfagos alveolares de humano lo seeretan. Una
vez que las céfulas son estimuladas, fa proteina es detectada alas 6 hrs (en  macréfagos de
sangre periférica, sc necesitan 12-72 hrs), alcanza el miximo entre las 48-72 hrs y su
produccion se puede mantener durante 8 dias (88).

El veceptor para IFNy p una de disociacién de 10-100 pM, su nimeso
¢s de aprox. 1000 en células normales, que es una cantidad muche menor que el nimero  de
receptores  que s¢ presentan para hormonas como insuling o factores de  crecimicnto como el
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EGF aunque en las células tumorales s¢ presenta un  nimero mayor. El gen que codifica para el
receptor esta localizado en el cromosoma 6 (8).

El receptor pesa 90 kD y une al interferdn como  dimero, requiere de un factor especic
especifico (8). Los receptores se reciclan en U-937 y HL-60, donde su nimero oscila entre 4-8
mil/ célula (28).

Poco s¢ sabe acerca de los i para d k 1a resp pero se ha
observado que cl enlace al receptor no  es suficiente, s¢ picnsa que debe compartir  algunas
caracteristicas con los otros 1FN's, aunque dcbe p también i propios. A cste

respecto sc ha observado que para cjercer su cfecto, IFNY necesita de fa sintesis de proteina,
micatras que IFNe y B no. Su ruta de scilalizacién parcee incluir proteinas G, adenilato ciclasa,
aumento de AMP ciclico, iones calcio, proteina cinasa C e i bios de Na e H (89).

Las acciones de IFNy son controladas por IFNa, que lo inhibe, por su parte, ¢l GM-CSF
reduce los niveles de receptores para IFNy pero 0o afecta los mvclcs de su mRNA (90, 91).

Entre  sus cfwtos se i MHC clase 1 y I,
fa expresion de p para i Jobulina G tipos I y HI en monocitos-
5fagos y polimorfonucl (PMN), cfectos que comparte coa los otros 2 IFN's, pero es

mucho mis cfectivo que cllos (89, 90, 92). IFNy media algunas rwpum a trav& de su

induccion de los receptores Fe entre las que se la idad
cclular dependit de anticuerpo  (del mglw ibody-depeandent ecllular cy y, ADCC},
i ibn de enzimas i duccién de ani6n superd cid En los PMN

smcrgluwn’l'NF GM-CSFyla lmfo(oxmz\paratswscfuctos siempre y cuando los PMN scan
cultivados primero con IFNy y después con los otros factores. (92). Vuclve alos PMN capaces de
fagocitar C. albicans, cfecto que cs dependiente de la sintesis de novo de proteinas (92).

El IFNy estimula a las células i ) (NK)u:sus‘ 1 aunque es mas

Iento que el IFNa ya que le toma horas en vez de minutos. Estimula a  linfoci
la inmunogenicidad a fa vacuna. Incrementa la  produccidn  de anticuerpos por lmfocuos B.
Induce la diferenciacién de | de linfocitos B y genera 1a seifal citotéxica para los linfocitos
(88). El. IFNy cs et a::tlvador por tencia de los Sfagos ya que fa su capacidad
tumoricida in vivo, | de antigy degradacitn de triptofs Jular, fagocil

y produccion de citocinas, asl como su capacidad defvnsiva contra patég como helmi
prmommios. bacterias, clamidias y ricketsias de diferentes cspecics. Se ita que los ofag

expresen moléculas de! MHC para que 1a respucsta inmune sea cfectiva, y el IFNY incrementa los
niveles de cstos antigenos en todos los  monocitos humanos, micntras que ¢r raton  solo s
pmnm cl cﬁ:cto cn algunas subpoblaciones. Por otra parte, ¢l IFNy provoca que los

gos scan incap de fagoci psonizad (28 88, 89, 93). Las poblaciones
de of; ivados por lFN'( itan menos asi Tl por loque los
of: ivados s¢ hacen resi a la infeccid (94)

Los macréfagos activados con IFNy matan H. capsul aunque la rosp ds sus
poblaciones es diferente (95).

El IFNy cs capaz de diferenciar a fas lineas U-937 y HL-60, aunque no detienc la
proliferacida de la HL-60, pero sila de la U-937. Induce multinuclearidad cn ambas lineas,
aumenta  la csterasa no especifica y la reduccion de NBT sinergizando con  TNF (96). El IFNy
incrementa de 3 a 6 voces ¢l mRNA de 1a subunidad 8 del receptor para GM-CSF al ticmpo que lo
cstabiliza, pero po afecta al mRNA de la subunidad o. T fos para IL-2 ¢
114, reduce fos niveles del receptor de TNF (91). IFNy induce 1a sintesis de M-CSF Yy G-CSF
(6).
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El IFNy corrige los defectos en enfermedad I En enfermedad 6ni
moviliza reservas de cnergfa al sistema inmune o cual resulta en una marcada pérdida por
diatesis. Regula tambiéa ¢l metabolismo de lpidos detenicndo a la lipasa de lipoproteinas (88).

El cfecto antiprofiferativo dc  IFNy e cdlulas  tumorales parcce  mediado por

linfotoxinas, aunque s¢ picnsa que  sus de inhibicion pueden ser d d
también a través de:

- Induccidn de cnzimas iral

- Induccidn de genes sup imulados por ¢él, pero de funcidn y cstructura
desconocida

- Modulacidn de prod d&

- Regulacidn de genes de factores de crecimiento

- Acci6n dirccta sobre oncogenes de) Tumor

-A to de defc del hiesped

Por otra partc, s¢ ha obscrvado que en fa linca HeLa incrementa 3 veces la expresion del
oncogén c-myc sin afectar la proliferacion y que su efecto supresivo en las células tumorales es
mejor si s¢ le combina con TNF (88).

E! IFNy no es absorbid 0 por via i lar, si se¢ aplica en forma mlravcnosa
desap de 1a circulacid p , PCIO Su resp puodc
i Las dosis may son mejor toleradas si se ad I Este factor cs

detectado cn ¢l sucro de personas sanas y enfermas, se¢ ha obscrvado que en  algunas
inmunodeficiencias su nivel s menor, pero en pacientes con SIDA los niveles de csta molécula
se ven incrementados (88, 97).

Los factores que se han descrito hasta este momento, CSF's, IL-1 ¢ IFNy participan en
mayor o menor medida ca los procesos de proliferacidn, diferenciacion y activacibn de  las
cflulas i al su homeostasis. Dc entre todos los tipos
celulares’ ongmados a pastir de la célula tallo mediante la i ién con estas moléculas, nos
ocuparemos de 1a célula fagocitica por excelencia, ¢l macréfago.
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MACROFAGOS RESIDENTES

La sobrevivencia depende de la defensa efectiva contra inwasores fordncos, del
reconocimicnto de lo propio y lo extrafio. Los organismos a través de 1a evolucién han adquirido
fas células especializadas para cubrir estas necesidades. Una de esas células es ¢l macrdfago (9).

El macréfago al igual que las otras células sanguineas de la linca micloide tienc su origen
enla célula tallo totipotencial que se cncucntra en la médula 6sca (98). La oélula mllo ongma.rd la
unidad formadora de colonias mixta, que a su vez ip 1 de
macrofagos y granulocitos, la unidad formadora de colonias de gmnulocnos macrofagos que
finalmente, genera a la primera céluta con caracteristicas exclusivas de fa linca macrofigica, ef
monoblasto (99, 100).

El monoblasto es una célula grande, con un miclco que conticne cromatina dispersa y
de arrcglo muy fino, es muy dificil distinguirfo de! micloblasto que origina los granulocitos. La
siguiente ctapa en el desarrollo fa constituye ¢l promonocito, En esta célula se aprecia un nicleo
irreguiar profundamente dentado y con fit parcidos cn ¢! citopl; En cste estadio, ya
es capaz de realizar fagocitosis.

El promonocito originara al monocito, la célula madura de mayor tamaiio cntre todos los
tipos cclulares sanguincos ya que pucde alcanzar 15 p de didmetro. Presenta  abundante
cuoplasma granular, nicleo excéntrico con forma arrifionada o "de frijol" y de gran tamafio. Su

p una gran ondulacion, lo que reduce fa repulsion que pudicse sufrir por otras
células o superficics. Es capaz de adherirse, si lo hace, los grinulos y ¢l cttoplasma se sitan en cl
centro, dejando al citoplasma limpio (100). En el camino de madi del
orden | moléculas proliferadoras y diferenciad como [L-3, GM-CSF y M-CSF cnm:
otras, cada una ejerciendo su efecto a través de la interaccién con su propio receptor (28).

El monocito abandona la médula tan pronto como el promonocito termina su Gltima mitosis.
En ¢l torrente sanguinco ¢l monocito vaga sin un patrén establecido, aunque su migracién se
puede ver influcnciada cn respuesta a daflo tisular, Ya no prolifera mas, aunque eso puede verse
compensado por ¢l hecho de que presenta un periodo de vida mayor que el de muchas de las

células i per do cn cl i durante varios meses (100). El monocito
puede ingresar a algﬁn tejido y anclarse volviéndose residente o bien continuar cn circulacién.
Ya sea cn circulacién o fijo, al i su ctapa de mad final y se volvera macréfago.

Los macrofagos sccretan mas de 50 proteinas. Con la sccrecién de esos factores,
descmpefian un papel muy importante cn la defensa del organismo pero sus acciones no se limitan
a ello, al igual que los gmnuloclws, los macrbf‘agos son capaces de engullir particulas o
microorgani: <l itosis que puede ser independiente de
opsommcxon si las particulas ingeridas no estin cubicrtas por anticucrpo o bicn dependiente de
opsonma si la pamcula estd envuelta  por anticuerpos y donde los reccptores para

lobulinas son indi bles (100).

Los cambios de estado del citoplasma de¢ sol a gel que le permiten al macréfago
desarrollar esta capacidad reflcjan cl cstado fisico y de asociacién de protefnas contréctiles, que
a su vez son regulados por pH, carga eléctrica, combustible celular, superficic de membrana, el
metabolismo cnergético, la lcmpcraturaylos cationes, micntras que para la fagocitosis también
son importantes la op i Slula-particula y leza de ta particula (101,
102).

Se necesitan 3 cventos para que se de la ingestion:

- Adhesion célula particula

- Activacién celular

- Proyeccién de la membrana cavolvente y su fusion (103).
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Dado que la fagocitosis es tan antigua como la vida misma, no cs extraflo que algunas de
1as citocinas que regulan fa funcibn del fagocito también sean muy antiguas (9).

Otro de los fendmenos en ¢ que los macréfagos son  actores importantes cs el
mecanismo de defensa antitumoral ya  sca fagocitando o por ADCC (104, 105). Los
macrofagos asociados a tumores (TAM del Inglés Tumor Associated Macrophages) afectan
procesos  diversos ¢n  los  tejidos neopldsicos como la vascularizacidn, crecimiento y
formaciéa del estroma (105). Los TAM ticnen clevado nimero de moléculas MHC-IT y pucden
presentar antigenos y aouvar alos Imfocxtos Ty NKo inhibirlos mediante fa secrecién de PGEa.

Los TAM no son citotd o de estimulo, atin cuando ¢l tumor secrete GM CSF ya
que si este factor es derivado del tumor disminuye su cil icidad (105). La activacion de los
TAM puede lognusc con IFNy o productos bactcnanos(lOS)

Las de ofagos cn ¢l org; no son homogéneas, dependiendo
del érgano dondc s los ofagos adqui icul; y es por cllo que
se pueden di blaci como los {veol de pulmén, células de Kupfler

en ¢l higado, ostnoclastos en los huesos, mncmglla en ¢l cercbro, mesangliales en rifion y los
macréfagos residentes de la cavxdad pcnloncal (100).

La cavidad perif lcs i para ¢l cstudio de los fagocitos tanto cn
condiciones p:noléglcas como cn cstados normales debido a que:

- Conticne una poblacion finita de células caracu:nublcs

- La poblacion total cs relati facil sc obti
- Las células estan distribuidas en todo cl fluido, por lo que las alicuotas extraidas son
T de toda a poblacis
- Los ni Tul. son facil cuantificables por métodos convencionales y
cambios en ella son notados facilmente.
’ El lavado de la cavidad pen I sin estimul do de un ligero masaje
pmpomona una suspcnsnén oclular dc oomposxctén variable. segin la  cspecie y que
y linfocitos. En el ratén tamblén sc prcscman
monocitos. El nimero celufar obtenido de Ia cavidad puede i la i6

en clla de difcrentes agentes, aunque debe tenerse cn cuenta que  los macréfagos obtenidos de
csta forma no son iguales a los quc cxisten en ella de forma natural y que la respuesta funcional
sera en muchas ocasiones difcrente (104).

Para la descripcion morfologica de los macrofagos residentes de ratdn nos basarcmos en
las obscrvaciones de Daems (104).

La morfologia de estos macrofagos es la de células grandes aungue no uniforme cn
aparicncia. Inmediatamente después de extraidos son redondos, pero cuando se les permite
adherir adquicren formas alargadas y planas, Su membrana cstd llena de lamelipodios asi como
de extrusiones lameliformes. Ambas estructuras cambian dependiendo de la superficic a la que se
adhieran v del grade de csumulacnén, asn por cjemplo, los lamelipodios aumentan cu;mdo se

itosi b trilaminar, sub dola se
em:umtra una red dc filamentos a la que a su vcz le siguen identaciones y vesiculas de diverso
tamaiio ya dentro del citoplasma.

El centro controlador dc la actividad, ¢! nicleo; presenta una  forma  irregular,

fund. identads i asi como un gran nimero de poros nuclearcs.

Se presentan 1 0 2 nucleolos.

Los ofagos sin estimul un niimero limitado  de i con estructura
y tamafio variable con una membrana limitante que semcja a la plasmitica, Su aparato de Golgi
presenta 6 crestas distribuidas cn un pateén radial rodeadas por las estructuras bien desarrolfadas
del reticulo endoplasmético rugoso con ¢l que s¢ iadas también las mil dria
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La funcidn del macréfago dentro de los mecanismos de  defensa inmune se considera

denuo dc 1a inmunidad u:lular, sin cmbargo; muchas de sus funcioncs son activadas por las
das por los linfocitos B, los anucucrpos (1h) o mmunog!obuhn:u (lg),

cerrindose de esta forma et circuito  de il
entre las g y cl macrofago se da a través de la unidn de csta molécula a un receptor
especifico p en la b del Ofag ido como receptor Fe. De las

inmunoglobulinas asi como de sus receptores sc trata en fa siguiente seccion.

INMUNOGLOBULINAS

Los anticuerpos (ab) o inmunoglobulinas (Ig) son las moléeulas encargadas del
control de la respucsta humoral a un reto antigénico. Junto con las moléculas del complejo
mayor  de histocompatibilidad y ¢l receptor de las células T son los encargados dc enfazar
antigenos. De fas 3 técul fas i globuli son las que recomoccn un mayor
rango  dc cstructuras. Siempre inician sus funciones cnlazando un antigeno y aunque su enlace no
es covalente, es muy especifico y fuerte (106).

Todos los anticucrpos presentan una  cstructura, carga y solubilidad muy simifar,
Poscen 4 cadenas 2 de cllas Hlamadas pesadas (H del Inglés Heavy) y 2 cadenas ligeras (L del
inglés Ligth). Una cadena ligera sicmpre s¢ encuentra unida a v cadena pesada, mientras que las
cadenas pesadas se encucntran unidas entre si. Los cnlaces se realizan a través de la formacita
de puentes  disulfuro, Cada cadena ligera y  pesada p lobul de
aproxlmadamcnu: 110 aa. que constituyen lo que se conoce como dominios de Ig. Todos los

p 2 hojas {8 plegadas constituidas de 3 6 4 cadmas pohpcpudxcas antiparalelas.
Otras moléculas que preseaten cstructuras simil son como bros de la
superfamilia del gen Ig ya que sc piensa que poscen un ancestro comin {106, 107).

Existen en ¢l humano y ratén 5 tipos de cadenss pesadas que se denominan «, g, 8,8, y
¥, que originan 5 clases de moléculas de inmunoglobulina que son IgA, IgM, IgD, RRE ¢
IgG respectivamente. Solo existen 2 tipos de cadena ligera, x y . En humano la rclacién de x:A ¢s
3:1, micntras que para ¢l ratén cs 10:1 (100). Dentro d¢ una melécula de inmunoglobulina las
2 cadenas pesadas serdn jguales, asimismo, las 2 cadenas ligeras serdn iguales debido al
fendmeno que se conoce como  exclusidn génica y que impide a un mismo linfocito B gencrar
difcrentes tipos de cadenas ligeras {106, 107).

Dentro de una clase de Ig pueden existir pequeiias diferencias o cual permite dividirdas
subclases, de esta forma; para el humano dentro de 1a clase JgA existen 2 subclases y dentro
de Ya de 1gG 4. La estructura de 1a Ig's scmummcnla figura 2.

Sc podria pensar que si las @ son 1 j 1a cantidad
dc antigenos que  podrian reconocer seria muy limitada, pero csto no ocurre. H secrcto del gran
repertorio defensivo de fas Ig conicnzd a descubrirse al estudiar la estructura de las cadenas y
la organizacion de los genes. Al tratar a las moléoulas de Ig con papaima, cstas eran cortadas
cn 3 scgmentos, 2 de cllos iguales que cran los encargados de fijar al antigeno por lo que se les
denoming Fab (del Inglés Fragment antigen binding). La otra regidn podia cristalizarse, por lo
que s le denominé Fe (del Inglés Fragment Crystalline). Si el tratamiento era con pepsina las 2
porciones Fab permanccen unidas (por lo que se les denomina Fab®)z) debido a que ne s rompe
unazonadclamowculudmomnmdalamg;&\dcblsagmyquc squlcn conficre a cada par cadena
pesada-cadena ligera 1a flexibilidad para con los B Por su parte, ¢l Fc no
sufre cambios (100, 106, 107). Posteriores estudios mostraron que dentro de cada cadena
pesada y ligera cxxstlan n:g;omsconalm homologia ain catre las diferentes clases de Ig, por
lo que sc les & Sin emb ol andlisis dc los extremos amino

Bl
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FIGURA 2. Estructura de la inmunoglobulina G. Se muestran los
dominios constantes y variables, asi como la regién de bisagra. La
estructura de esta molécula es muy conservada entre diferentes
organismos.

Abreviaturas. CHn Cadena constante pesada. CL Cadena constante
ligera. VL cadena variable ligera. VH Cadena variable pesada.  CHO
Cadena de carbohidralos. S-S Puente disuifuro.
Tomado de referencia 100 con modificaciones.
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terminales demostrd que en cllos se encontraban regiones  difercntes adn dentro de un mismo
subtipo, por lo que s¢ les denomind regiones variables. Dcmm de las rugxm vanab]cs cxuwn 3

20038 dondc las diferencias  son se les d 6 regiones hipervariabl
de compl icdad CDR (del Inglés Complementarity Determining chlon) ¥y que
son las encargadas del cnlace de los andgenos Buscando los genes de cada cadena , se
encoutrd la respucsta final a la gran varicdad de La cantidad de genes para cada rcg|6n
permite combinarlos de tal manera que es poslblc constr\nr 10° diferentes moléculas de I,
idad mas que suficicnte para enft d antigénica (100, 106, 107).
En la mayoria de las especics de mamifcms, la mayor variabilidad sc da en la clase dc la
18G ya que ésta cs la mas abund Ent s distil 4 subcl. que son

como IgG1 a 4 considerando su abundancia. En ratén sc distinguen también 4 subclases que son
numeradas como IgGl a 3 y donde laIgG2 presenta 2 variantes, ay b (107).

Los anticuerpos tienen 2 funciones principales, cnlazar a los antigenos y activar los
mecanismos de defensa via su Fc sobre células del sistema inmune. E1 comprender la estructura
y funcion de las Ig ayudaria a desarrollar nucvas terapias contra alergias y autoinmunidad, donde
se ven involucrados (108).

La respuesta al enlazarse 1a 13G con su receptor depende del tipo de 1gG y 1a célula sobre
fa que s¢ encuentre ¢l receptor. Por cjemplo, 1a IgGl y 2a provocan degranulacién y liberacion de
mediadores por Jas células cebadas (mast cells). In vitro los linfocitos a los que se han unido
complejos antigeno-anticuerpo bajan su nimero de receptores y detienen su proliferacién (109).

Cuando ¢l complcjo antigeno-anticuerpo s¢ une a su receptor, s¢ internaliza y la

i6n de antigeno es p iada de 10 a 100 veees lo cual significa que s¢ necesitan 10 a
100 veces menos igeno para cvocar resp de ion de linfocitos T (110).

Para que se pucda dar la unién con los fcj s requi

- Union monovalente entre IgG-Ag-receptor lgG

- Interacciones con otras IgG y receptores vecinos

- Rearrcglo de los complejos unidos en d: para al una
concentracion cfectiva de complejos  sobre  la supcrficie eclular que permitan su ingestion
(111).

Los i i de las i lobuli son lados por su regidn Fo
y los rceeptores para esta regidn presentes en difercntes ctlulas, de los quc se trata a
continuacién,
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RECEPTORES Fc

Las i Jobulinas i i con moléeul cn la t de las
células id. lecti como p Fc (FeR) ya que enlazan la porcidn
cristalizable de las Ig. La mayoria de los FcR, incluidos los de 1a IgG pertenecen a la superfamilia
de las IgG's. Para el humano y ratén los genes de la mayoria de los FeR se localizan en cl brazo
largo del cromosoma 1 (banda q23-24 en humano) (5, 112, 113).

Cada inmunoglobulina presenta un receptor  especifico, pero, considerando que la 1gG es
12 mis abundante dc todas, no cs de extrafiarse que los receptores para cllas (FeyR) sean los
que mis atencidn han recibido.

Los FeyR son el enlace entre la respuesta celular y humoral del sistema inmune, ya que
la nsocxac:on de Ia 18G a los TECEPLOTCS proveca cfectos como: Liberacion de leucotricnos,

hidroliticas, 1IL-1, IL-6 v TNF—a. Sc Involucmn en ha ADCC
fagocitosis, activacién del estallido respiratorio; ibn de lej
de produccion de anticuerpos. Las formas solubles de ellos denominadas también IeG
binding factors, tal vez ayudm al control de los niveles de 1gG soluble (5, 108, 112, 114, 115,

116). La resp biolégi denada por la unién IgG-FeyR  dependen del grado de
diferenciacién de la célula y fa diversidad cstructural y de expresion de los FeyR (117).
Los estudios sobre las isticas de los FcyR comenzaron en la década de los 70's y

mostraron que habfa varios tipos de ellos distinguibles en un inicio sélo por su capacidad de
enlazar IgG en forma monomérica o agregada, asi como por sus  sensibilidad a tripsina y la
capacidad dc regencrarse después de tratarlos  con cila (118, 119, 120, 121). Destacan los
trabajos pioncros de Unkeless (119) que empleando la tinea de células de raton  P388 ¢ IgG
radioactiva de diferentes subclases llegé a  cuantificar  los receptores presentes sobre ellas,
logrando también distinguir al menos dos receptores diferentes, Aan con sus limitaciones, sus
resultados marcaron fa pauta para posteriores investigaciones.

Las ecspocies scleccionadas para ¢l cstudio fucron principalmente ratén y humano,
aundque cXisten reportes para  otros organismos como cobayos donde se han descrito 2 diferentes
FoyR yratas (111, 122),

Al pasar los ailos, s¢ fucron descubriendo los rasgos particulares de estas moléculas:
peso molecular, afinidades a diferentes  temperaturs  y  fuerzas  idnicas,  distribucion,
organizacién génica y sus moduladores. A cste respecto, los primeros estudios donde se

observd cfecto inductor a la exprcsnon de Ios FeyR sc reali con medios dicionados de
diferentes tipos cclul. con y que fueron probados sobre diversas
poblaciones de células sanguis les y leucémicas (122, 123, 124, 125, 126), donde sc

aprecié también que ¢l mimero de receptores cuantificado in vivo o in vitro puede  ser influcnciado
por 1a concentracion de IgG (127).

Los FcyR son cjemplos de molécul; con domini conservados combinados  con
ias di para i sus funci Como miembros de la superfamilia de
1as IgGs, comparten caracteristicas comunes. Todos tlcnan la secuencia lider en 2 exoncs, las
diferencias sc dan en los genes para los domi fulares y branales (112, 128,

129). La complejidad mostrada en los cstudios provocé que se tomaran acuerdos para su
nomenclatura que sefialan que:

- Se debe emplear una Ietra griega para identificar a las 1gG's que cnlazan,

- Se debe emplcar un nimero romano que indique cl orden en que fue descrito el reoeptor
del que se habla.
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- Distintos genes dentro de un mismo grupo son d
alfabeto A, B, C ... Z en ¢ese orden.

- Transcritos diferentes del mismo gen s¢ designan con la miniscula del gen que los
codifica y un nimero ardbigo en orden creciente que indique su orden de  descripeién (al, a2,
bl, b2etc).

- Si hay subunidades de proteina sc describen con una fetra gricga.

Asi pues, FeyRIIAa indica que se trata de fa cadena de ia subunidad alfa del receptor
para inmunoglobulina gamma tipo 3, codificada por cl gen A (112, 128)

Los dominios extracclulares dc los receptores Fo p logia con los
Cy2 de las inmunoglobulinas, aunque !os bucles de los FeyR son mis pequedios que los de otros
micmbros  de la familia, ya que cn cllos son de 43 a.a., micntras que para cl resto son dc 60 a 80.
Estas cstructuras son demasiado cortas para permitir una prediccid fiable de su p
comparado a un tipico dominio fgG (108, 114, 128).

Por su parte los FcyR de raton cstdn también cercamamente asociados con  las
moléculas del complejo  mayor  de histocompatibilidad Ia (130).

A los FoyR se les podria dividir cn 3 grupos:

- El FeyRI humano y de rmtdn cuya caracteristica més distintiva es su alta afinidad por IgG
monomiérica

- FeyRIl de humano y FeyRIIb de ratén caracterizados por su amplia distribucion

- FeyRIll transmembranal de humano y FeyRlIla de ratén  gracias a que son los mas
nUMErosos.

Dentro de cada grupo se prescntaria homologia en los dominios extracclulares (que se
manticne a nivel intergrupos). La homologia se mantendria en la region transmembranal
intragrupos (50-76%), pero esta desaparcce entre los grupos (0-33%), para finalmente carecer
de homologia intra e intergrupal en la region citoptismica (16-27%) cxcepto para ef grupo 2 (128).
En la figura 3 se mucstran las estructuras de los FeyR.

A continuacion s¢ describen algunas caracteristicas de los FeyR de cada grupo.

por letras mayusculas del

o

RECEPTOR PARA INMUNOGLOBULINA G TIPO I

FeyRI: Receptor para inmunoglobulina G tipo L. Este receptor presenta alta afinidad por
mondmeros de IgG. La molécula humana pesa 70 kD y la de ratén 67 kD (5, 121). Estd muy
glicosilado, si sc le retiran los aziicares su peso se teduce a 55 kD. Se encuentra presente en
macréfagos (15 a 40 x 10*/ cclula), monocitos y neutréfilos tratados con IFNy (5). El taller
intermacional de antigenos de diferenciacion designd a este receptor como CD64 (112, 128).

El receptor h [ ido por los anticucrpos 32, 62,22, 44y 197. Losabs 22y
44 sc unen al mismo cpitope, que cs diferente al que reconocen 32 y 62 que también presentan
un mismo sitio de unién. El 197 reconoce los mismos cpitopes de los 4 abs mencionados, ademis
de presentar la capacidad de unirse al FeyRI por su porcion Fe ya que es 1gG2a de raton. Esta
caracteristica le permite ser ef tinico que inhibe el enlace de IgG al receptor (131, 132). No se han
reportado anticuerpos contra ¢l receptor 1 de ratdn, cs por ello que fos reportes acerca de sus
funciones son tan limitados.

A pesarde la carencia de anticucrpos contra ¢l FeyRI de ratén, éste fuc mslado de la
linca P388 mediante cl uso dc oligonucledtidos. Mucstra 4 posibles sitios de N glicosil. En
cl ratén también s¢ localiza cn cl cromosoma 1 (133). La comparacion dc receptores entre
especics scfiala que se presenta 65-75% de homologia con el FoyRI del humano en la region
extracclular y transmembranal, pero en Ja region citoplasmatica el de raton es 22 a.a. mayor (84 vs
63aa)yla homologia baja a25%(5, 112, 128).
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FC,YRHM FC,YHHI-Z

Figura 3. Estuctura de los receptores. Fc para  Inmunoglobulina = G.
Los 6valos grandes representan los dominios tipo IgG, los rectangulos los dominios
transmembranales, la linea en zig-zag el enlace glicosil-fosfatidilinositol, la cadena de
circulos los dominlos citoplasmaticos. Se muestran también las cadenas gamina y dzeta
asocladas al receptor A (Tomado de referencia 150 - con modificaciones),
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Por otra parte, ¢l receptor 1 es muy similar cn todos los humanos, aunque cxisten
individuos que no lo p Es reciclabl l:nlos itos, no asf cn la linca U-937 (5).

El p humano e} si orden de  afinidad por monbmeros de IgG
humana: lgGl—]gG3>>>lgG4 no interactda con IgG2. Tambi¢én puede enlazar 1gG's de raton
con la siguicnte afinidad: IgG2a> IgG3 >>>IgGl, 2b (5, 128).

Por su parte ¢l receptor de ratén cnlaza sus propias IgG  con ¢l siguiente  patrén:
1gG2a,2b>1gGI>>>IgG3, micntras que la  afinidad por las IgG  humanas s
1gG3>1gG1>1gG4>>IgG2 (5, 128).

Dada 1a afinidad por IgG monomérica en ambas especics, se piensa que su accién
pudicra ser obstaculizada por la IgG en plasma (134).

La interaccion 1gG-FeyRI involucra al dominio Cy2 de 1a IgG asi como los dominios tipo
1gG del propio receptor, de los cuales 2 son idénticos a los de los FoyR My {lI, pero ¢l 3o,
mucstra poca similitud, por lo que sc propone que este dominio ¢s ¢l que conficre 1a alta afinidad.
La valencia del FoyRI por 1a 1gG es 1 (5, 112, 128, 135). En cf humano sc prescatan 3 genes
difereates organizados en 6 cxones, 2 codlﬁcando para cl pc'phdo scﬂa) Vpara cada dominio
tipp G y | paa las plasmatica. Los genes originan
transcritos de 1.7 Kb o de 1.6 Kb en respuesta al IFNy (136, 137).

Sc presentan 3 distintos cDNA's que codifican para 292 a.a. extracelulares con los 3
dominios tipo lgG una regi6n transmembranal de 21 a.a. y un dominio citoplasmatico de 31

6 61 a.a. cargad s¢ ha reportado que uno de los genes codifica para un receptor
soluble (136).

El ptor tipo I p iacion con un homodil dclncadcnaydchcelelos
macrofagos normales, no asi en las células leucémicas. Esta sub d no cs indisp para

su expresion, a diferencia de lo que ocurre con cf FoyRII (ver més adelante) (136).
EFECTOS Y REGULACION DE LA EXPRESION DE FcyRL

La ecxpresion del FeyRl se ve incrementada por IFNy y lipoproteinas de baja
densidad. IL-6 incrementa Ia ADCC mediada por FeyRI sin afectar sus nimeros, micntras que
L4, desciende sus niveles. Los Glucocorticoides inhiben su aumento en PMN mediado por
IFNy (5,7, 90, 92, 138, 139).

M-CSF incrementa los receptores para Fotipo 1 pero no en niveles significativos (93).
IL-1 incrementa sus nimeros en la linca monocitica humana THP 1, sinergizando com IFNy
para este cfecto (140). IL-10 i su iG h (141). 1FNa y
GM-CSF incrementan su expresion, 1L-14, IL-Z, TNFa y TNFp aumentan sus niveles si sc
combinan con PMA (7)

P i dcla fanngcobowua!mhseul G-CSF
subcutineo dumntc 24 hrs después de la quimi un i de FoyRl o
que origina aumento ¢n la ADCC sin cmb:ugo, la mduwén in vitro por cstc factor sobre las
células de los pacicntes cs muy débil (142).

Erbe (143) reporta que G-CSF incrementa la lisis dc EA cn HL-60 mediada por cste
mocptor pero sin incrementar su nimero, fo cual demuestra que 1la ADCC  puede  cstar

da o serindependicnte de un il en el nimero de ForR.

La Dexomctasona (DEX) también incrementan  FoyRI  sobre menocitos humanos en
combinacion con IFNy, pero presenta ¢l efecto contrario en las lincas HL-60 y U-937, donde
inhibe al IFNy en su induccién y los niveles basales de receptores, asi como también los
en los polimorfonucicares (PMN) (7, 144),
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El rceptor tipo 1 participa ¢ la liberacién de  anidn superdxido, media fagocitosis,
ADCC, scerecién de 1L-6, TNF-a (5, 136). La activacién de la NADPH oxidasa en PMN cs
mediada por FyRI (104, 137). Los FeyRl inducidos en neutrdfilos por IFNy les permiten matar
blancos extracelulares ¢ hibridomas (142, 143, 144). IL-6 incrementa lisis de EA en la U-937
a través dcl receptor I (6). Los macrofagos de una cepa que no responden a endotoxina debido a
bajos nivcles de FeyR, lo hacen si se tratan con 1IFNB, ya que este incrementa la afinidad del
FeyR1 (145, 146).

En ¢l cstudio de los mccanismos de accién de} FcyRl se han empleado todos los
anticuerpos  monoclonales contra ¢l receptor humano, Se ha observado que estos  ab
potenciaron la lisis de hibridomas, pero para cllo ¢s necesario entrecruzamicentos con  los otros
reccptores o emplear més de 1 anticucrpo al mismo tiempo (131). Asf por cjemplo:

El FeyRI media la produccion de superdxido en itos y enla U-937, pero para cllo
cra necesario emplear primero al anticuerpo 32 y posteriormente un ab dirigido contra él. El efecto
cra dosis dependiente del 20 anticucrpo y duraba mas de 90 minutos, presentindose una
estimulacion grande en los 3 primeros minutos (147). El efecto es ¢l mismo si se  empleaba en
vez del sccundario 2 anticuerpos contra ¢l FoyRI (32 y 22) que reconocen diferentes sitios del
receptor (147).

Si sc cmplea el anticuerpo 197, que reconoce 2 sitios  del receptor y ademas se une a él
por su Fc ya que cs IgG2a de raton, no era necesario cmplear otro para la i6
de superoxido, a menos que se le cortara la porcidn Fe (147).

Si las células sc volvian a estimular con PMA o IgG sc reactiva la liberacion de
superoxido, fo cual indica que la suspension no fue por inhibicidn de fa oxidasa. Este efecto
parcee depender también de 1a asociacion con citoesqueleto (147)

Ain coardo el FeyRl estd ocupado, la g del superéxido se detiene, pero el
que se vuclva a roactivar indica que no sc paré por agotamicnto del sustrato, ni por
mtcmalmcxén dcl _Toocptor ya que s¢ requieren mds de 90 minutos para clio. Hay 2 posibles

is para lo:- La activacion dura mi cl ligando estd ocupado, lo cual implica
quc ¢l miximo e respucsta sc da al llegar a la constante de equilibrio

- Cada receptor manda sélo una scial aun cuando sigan ocupados, por lo tanto, la curva
daria una relacién lincal y ¢l cfecto se detendria cuando todos hubiesen enviado su seital, que
parece ser lo que encontraron (147).

RECEPTOR PARA INMUNOGLOBULINA G TIPO Ii

Los FcyRIl son los de més amplia distribucién. Se les encuentra cn casi todas las
células sanguincas, solo las NK no los posoen. Sc le ha reportado también cn placenta y en
ctlulas Langherhans, pero su funcién cn cllas es  desconocida. Su niimero varia desde 1000 a
4610 FoyRIT en plaquetas segiin ¢l contco  con abs (148) mientras que se reportan 100000 en
macrdfagos de ratdn y de 7300 a 38000 FeyRII por célula en Jos monocitos humanos (135). El
peso reportado para la molécula cs de 40 kD 6 29, 31, 33 y 36 sin azicar tanto cn ratdén como
humano (112, 128).

Su afinidad por monémeros de IgG es tan baja que no ha podido cvaluarse (I 12 135) Su
utlhdad radica cnt su capacidad de enlazar a los comp y que ha
las sj| finidades para complejos IgG de ratén y humano cn ambas cspecics:

FoyRI humano cnlaza IgGl=1gG3>>IgG2>IgG4 propias.  Su afinidad por las de
raton ¢s IgG1=IgG2b>>1gG2a>1gG3 (5, 136).
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Por su partc el receptor de raton enlaza las IgG  propias ca el siguiente orden
IgG2b=1gG2a>1gG1>>1gG3, micentras quc las IgG humanas son unidas por este receptor con
cl siguiente patrén IgG3>IgG1>1gG4>>IgG2 (5, 112, 136).

Para la interaccion con las IgG's, nuevamente ol dominio Cy2 es cf importante (112, 136,
137).

Sc lc ha denominado CDw32 y todos los anticucrpos que lo reconocen inhiben cl enlace
de los complejos. En humano se¢ han reportado los siguientes anticuerpos: 1V.3, KuFc79 y 2el
(131). El anticucrpo 2.4G2 ¢s ¢l tinico reportado contra un FeyR de ratén (118).

El "prototipo™ de este receptor lo constituye ¢l FoyRH del ratén. En estc mamifero se
han aislado 2 diferentes ¢cDNA's denominados bl y b2 que se derivan por maduracidn altemativa
de los exones que codifican para ¢l domini dando proteinas con una diferencia
de 47 aa. de longitud. La expresion de bl ha sido dcscntn cn linfocitos, micntras que Ja b2 es
expresada en macr6fagos (128).

En humano la situacion es mas complicada. Existen un minimo de 3 genes que originan 6
transcritos que generan  proteinas  con 180 a.a. extracclularcs con 2 dominios IgG, region
transmembranal de 24-26 a.a y citoplasmitica de 76, 42 6 44 aa. (112, 128, 136).

Del gen [IB s¢ derivan 3 transcritos por maduracién difercacial cn los exones que
codifican [a sccuencia sefial o Ia regién citoplasmatica, lo que gencra diferencias en la rogidn
citoplasmatica (2 de cllos) y en 1 varia el exon que codifica para el pépudo seiial (148, 149).

Los transcritos de 11B son hallad: linfocitos y células
pluripotenciales, micntras que no se  detecta en NK, neutrdfilos y lincas de linfocitos T. ‘De los
reeeptores para 1gG solubles, cs posible que uno de etlos derive de este gen (114, 148).

El gen 1A genera 2 transeritos de 1.8 y 2.5 Kb como jtado de una poliadenilacit
altcmativa, mlunlms que llC gcncm un transcrito dc 1.8 Kb, IIA c¢s difercnte a 1IB en la

ia scilal y d P itico, difcrentc a HC en la secuencia sciial, mientras que 1B
y lIC solo presentan diferencias cn la sccuencia sefial. El gen de I1A s igual al del FoyRII de
ratén y HC al FoyRII (128, 136, 148, 149, 150).

La importancia dc tanta variacién cn humano no cstd blcn comprendida, pero para cl
mlonschamoﬁmdoqucuncamblocnla regién  citopla en fa i ion de 47
a.a. convierte a un reccptor capaz de intermalizar por endocitosis  via sitios de cavoltura
contenicndo clatrina y de producir fusidn con lisosomas en una forma carente de cstas propicdades
(137).

Sc suponc que csta varicdad de receptores gencra un rango amplio de sdiiales al enlazar
su ligando. 1A y HIC son cxpresados en macrofagos, neutrofilos, HL-60 y K562, no s¢ les
cncuentra en linfocitos o NK. No se sabe que gen para FeyRIl se expresa en las plaquetas (148).

El gen para HA presenta dos alclos que pucden dxfcrmcmrsc g,mclas a su capacidad de
cnlazar igG, por su capacidad dec hacer rosetas, sus su mediacion  de
ADCC y la respuesta proliferativa de linfocitos T a anti-CD3 de subtipo IgG1 (137, 151). Esto s¢
debe a que a nivel de DNA s obscrvé un cambio de una Guanina por Adenina en la pos:clbn 519,
que trac como una sustitucién en la posicién 133 de la proteina  de una histidina por
arginina, lo que da los fenotipos HR (High R J;yLR(Low" ponder). Se cree que el
cambio en el DNA en la posicién Sl9¢smumu!acién,yaquespancdc un dimero CpG, un
sitio de motilacién dc DNA humano y una "mancha caliente" para mutacioncs debido a la
desaminacién de metilcitosina a timidina (151).

Sc han reportado otras diferencias en los a.a. asociadas con los fenotipos: HR his 133 y
gin27 vsarg 133 y cys 27 en LR (137). La ficcuencia de distribucién hace suponer que
hay 2 alelos, N y n, dando los genotipos NN o Nn con respucsta buena y ¢l recesivo nn (140,
148). La distribucién dc alelos varia cntre las poblaciones asi, para los Chinos, 50% presentan
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genotipo LR siendo p $anos, mi que en los caucdsicos ¢s ¢l 20% de la
poblacion la LR (151).

EFECTOS Y REGULACION DE LA EXPRESION DEL FcyRI1

La opinidn general cra que no existe ning) con la propicedad de i la
expresion dc este roeceptor en ratdn o humano, sin cmbargo, existen varios  reportes  que
seiialan incremento e sus niveles en respuesta a:

GM-CSF y G-CSF que aumentan su expresion en 2% sobre la linca U937 (152). Erbe

(143) independi reporta un i similar sobre la U937, pero no lo considera
significativo.
Los medios icionados de linfoci imulados con fitoh lutinina i los

FcyRIl (152). Ratones defectuosos cn su respuesta a LPS tratados con IFNP  incrementan  sus
FeyRIT y mejoran su respuesta (145, 146).

IL-6 incrementa sus niveles sobre fa WEHI y M1, en este estudio, el incremento sélo
sc detecta a nivel de mRNA, no de protcina (153). El FeyRIl no varia por tratamicnto con
IENy, GM-CSF, G-CSF y glucocorticoides cn ¢l cstudio de Huizinga (137), mientras que para
Gratagge (7), IFNo, IFNy y GM-CSF lo incrementan, al igual que IL-1p, IL-2, TNFa o
TNFP si sc combinan con PMA. El cfecto es inhibido por dexomctasona. Por otra parte, s¢ ha
rcpomdo que [L-4 reduce su expresion (138),

Ademis de los reportes donde sc seilala aumento en la expresién de cste receptor en
respucsta a diferentes estimulos, se ha reportado  potenciacién o inhibicion de sus funciones sin
afectar su nimero, de esta forma, sc ha dcxmstmdo que;

En fos PMN ¢l G-CSF, GM-CSF, IFNy y TNFa incrementan la capacidad de matar
hibridomas a través de cste receptor (143). Por otra panie, las enzimas proteoliticas  incrementan

su afinidad al igual que 1a adenosina que la sus funci sin afectar su nimero. Los
inhibidores de proteasas debilitan sus funci sin roducir su expresién (S, l38)

Entre las ﬁmcmncs que oom.rola cl Fc1R]l se Ia fag participa en la
liberacién de ido, lit de i les y de TNF-«¢ aunque para clio las

células deben cxponcrsc a enzimas proteoliticas. Es scilal negativa para linfocitos B en su
proliferacién y produccién de IgG si s¢ unc a IgG de membrana (5, 136, 151).

La fusién T. gondii con 1a vacuola dlgcstlva fnlla cuando entra via FeyRilb siempre y
cuando ecstc rccoptor presente  sus P pl y cl pardsito sc
encuentre vivo a la hora de scr ingerido (154).

La activacién de NADPH oxidasa y la liberacién de grinulos por ncutrdfilos s mediada por
este reeeptor (137).

La ion de mediad y ag ion de las pl es lada en t por

B plaq

FoyRll y sc ha empleado como modelo de estudio para conocer las rutas de sefializacion de este
reeeptor.

Las investigaciones han permitido conocer que la  generacion  de scilales requiere del
dominio Fc completo y un anticucrpo, y que la i6n puede scr diferente en HR y LR aunque a
la fecha, no se sabe cual cs la importancia de la diferente responsividad (148, 155, 156).

Para explicar la respuesta de las plaquetas existen varias hipétesis:

- Se piensa que existe enlace simultineo entre ¢l antigeno y el Fe por el anticuerpo lo que
inmobiliza al FeyRI y dcsmcadcnn Ia respuesta

-Quesep izacion de P para el cnvio de la sefial
- Que se da una formacién de complcjo inmune entre  anticuerpo  y plaqucta para
posteri activar otra plaqueta a través de Fe libre del anticucrpo
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- Que sc da la f i6n de un lejo  FeyR-anti { que genera Ia
agregacion de antigenos, lo que a su vez provoca I acuvacxén dela plaqucta

Este altimo modelo ha sido probado para linfocitos T con CD3 y macréfagoes con FeyR,
de aqui se originan 2 scilalcs, una por ¢l antigeno y otra por ¢l FeyR (156).

RECEPTOR PARA INMUNOGLOBULINA G TIPO LI

-

Los genes del FoyRHI de humano y ratén son como homél por su
distribucidn, organizacién, sccuencia y fincidn. Se describié primero el gen de ratén a partir
de lincas de macréfagos. La proteina pesa 50-80 kD, es una sialoglicoproteina que después de
tratamicnto con N plicanasa origina formas de 33 ¢ 29 kD o ambas, micntras que otros
tratamicntos  sobre ncutréfilos gencran formas de 21-24 kD. Este receptor se  designa  como
CD16(112, 136, 137).

El FeyRIN no enlaza mondmeros de IgG, al igual que cl FeyRIL, sélo enlaza polimeros

con afinidad media (112, 128). Sus carbohid parccen impy cn cl enlace ya que formas
sin aziicarcs no enlazan Ia IgG, algo que no se ha observado en otros roceplores Fcy(llZ 128).

Los cstudios en ratén y humano han jado los  sig dos en cuanto a
afinidad por IgG:

Receptor humano por IgG  humama  IgGl=IgG3>>>1gG2=1gG4. Pam 1gG de ratén
18G3>18G2a>IgG2b>>1gGl (5, 112, 136).

Por su parte ¢l receptor de ratén por su propia IgG  mucstra un  patrdn
18G2b>1gG2a>1gGl>>1gG3, micentras que para  los anticuerpos humanos ¢l orden es
1gG3>IgGI>IgGd>>IgG2 (5, 112, 136).

Los itos en circulacion no p FeyRHI sino hasta que se les cultiva in vitro,
aunque cn los macréfagos maduros ¢s ¢l receptor mis abundante, Se presenta también en PMN,
NK, células gliales de rifién y trofobl: de pl. aunque en estos dos ultimos tipos
celulares se desconoce su  funcion. En ncutréflos existen de 100 a 300 mil FeyRH! por célula
(137).

Parece que los dominios Cy2 de este receptor al igual que en los otros FoyR tambiéa son
importantes ¢n la unidn de la IgG ya que algunos estudios scflalan que ¢l sitio involucrado en el
enlace ¢s cl residuo 235 (leucina) de la regién NH2 terminal del  dominio IgG Cy2, aunque no se
conoce st éste es ¢l linico sitio (137).

Los les  disciiad contra el receptor tipo lll son 3G8, B73.1,
Leutl y 1D3. El pnmcr FeR ido por tonales fue preci: ¢l tipo
I con el ab 3G8 (131, 132, 157). Et ab B73.1 mcclona con of FcleH presente en
neutréfilos y NK, bloqueando ¢l sitio de unién de IgG. El anti tonal 1D3 déstis
cntre los productos de los 2 genes humanes, micntras que cf B73.1 parcee  distinguir un
cpitope especifico del reccpmr de las NK. Sc ha detectado un aloantigeno cn cl FqRBlll
humano que es por en p con
(158). Al receptor FoyRIII de rat6n en un inicio se lc clas\f'cé como FeyRIT deb»do a que presentd
reactividad con el anticuerpo 2.4G2 (118, 131, 132).

En esta especic, sélo sc un ito para csta molécula con una longitud de
lGKbyquczs95% homélogo con cl Fc1Rllcnla reméncxuacclular L':sdlfctmclasse dan ca
las regi y At Su  efici ion cs 1-2%

comparado con ¢l FcyRIl, pero mascvenunmkadachOalOOvms:scumsfcaanal
mismo tiempo los genes que codifican para Ia cadena y del FeeRI. De estos estudios se demostrd
que ¢l FeyRINT estd compucsto de cadenas @ que enlazan Fc y cadenas y o § del FeeRI y
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det  complejo TCR/CD3 mpcmvnnmw que cvitan su degradacion  cn  cl  reticulo

endoplasmético ademds de scr responsables de la duccién de scilales. La mayoria de los
. receptores se asocian con la cadena y (159).
El sistema humano presenta 2 genes para FeyRII d inados A y B localizados en ¢l

cromosoma 1 y estrechamente unidos, con una homologia de 99%, pero donde un simple cambio
de base cn ¢l coddn 234 U por C ha convertido ¢l codén de terminacién UGA encl gen 1{o Ben
ratén) en CGA en ¢l gen Il (0 A cn ratdm), con fo que ¢! gen Il produce una protelna
transmembranal. El gen Il codifica para 190-210 a.a. extracelulares con 2 dominios tipo IgG
scguidos por 21 a.a. hidrofébicos y 4 hidrofilicos, mientras que la forma I codifica para 25 a.a.
hidrofilicos (112, 128, 136, 137). El producto del gen B cst anclado por un calace fosfatidil
mosntol glicano (GPI) gmcnas al cambio cn ¢l a.a. 203 phe cn A por ser en B. Si s¢ manipulan
lo cual d que es ¢l cambio cn cse a.a. cl que controla
¢l cnlace GPI (157) Por otra parte, la protcina cambiada CD16-1 no sc expresa en membrana,
lo cual hizo pensar que tal vez s cncuentra asociada a ofras cadenas. A diferencia de  otros
i donde bién sc formas les y ancladas por GPI, los dos
uPos de CD16 no sc expresan en una misma oclula (157).

lasdlfcmcmsm lan:glén itop! ban a sospecharse al realizar
cn p con ia imal noctuma, cuyos ncutrdfilos carccian de FeyRIL,
pero no asi sus bfagos. En (stos pacientes también se observaban los receptores solubles y
un alto nivel de una fosfolipasa  C especifica para GPL. Otra evidencia de Ja diferencia fue que
en NK  donde sdlo s’ presenta ¢l receptor tipo 11 un anticuerpo dirigido contra ¢l potenciaba su
citotoxicidad, pero al tratarlos con una fosfolipasa especifica, s¢ observd que no se libcraban
los receptores, por lo que se dedujo que presentaban anclaje diferente (108, 160).

Aligual que en ¢l ratén, el FeyRIH-l humano necesita coexpresion de fa cadena y del
FesRI o con la cadena § del complejo CDI/TeR para que su transfeccion sca cficiente,
condicién no neeesaria para ¢l producto de 1IB. Los transcritos de la cadena y s hallan en NK
y macréfagos que no expresan ¢l FeeRI, pero si el FoyRIN, o cval implica un posible papel
en la funcién, expresién o ambos (137, 161). La diferencia de las cadenas asociadas podria
ser la que d ina la itotdxica de fa célula portadora (137).

En el humano cl Fclell presenta alelos que permiten definir las formas NA (Neutrophil
Antigen System) debido a su respucsta a abs, NA1 responde mas que NA2. Los del tipo NA2
tambiéan fagocitan menos EA. Las diferencias halladas a nivel de a.a. todavia no han podido
asociarse con ¢l polimorfismo (137, 162, 163).

FeyRIll p formas solubles originadas de ofilos por ruptura de} enlace GPI 'y
de NK por tratamicento con los ésteres de forbol. En NK si sc cmplea 1, 10 hidrato de fenantrolina
que inhibe las metaloproteasas al quelar Zn, Co y Ni  se deticne la liberacion del FeyRINL. La
metaloproteasa que coatrola cste  proceso parcce encontrarse en  membrana (161). Por otra
parte la liberacidn de los recoptores por neutrdfilos no estd lada por una loproteasa
sino, como ya s¢ menciond; por una proteina cinasa. Algunos cstudios indican que la forma
soluble también podria originarse del FeyRliia (136).

EFECTOS Y CONTROL DE LA EXPRESION DE FeyRILE

El FeyRIHb es inducido por 1FNy y TGFp, no se oonoce quien induce cl tipo ITa. El
uoglmolalo también lo induce cn 6fagos. Es inhibido por icoides y TNF-o. (I1Ib)
asi como por IL-4. La adenosina también controla sus funci pero sin hacer cambios en su
nimero (5, 112, 128, 136, 138. 143).
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La D sola o binada con [FNy incrementa sus niveles hasta cn un 30%,
aunque no sc sabe si el i es de rcl ia para las funci (144). FoyRIll es  inducido
por cl dimetil sulféxido (DMSO} en [a linca HL-60 (152).

La incubacién durante 2 hrs con PMA hace perder a las NK  su capacidad para ADCC
debido a la pérdida de sus FeyRIIL, algunos de los cuales son liberados como proteinas de 29 kD.
El cfecto de PMA también sc presenta en PMN (161).

Entre los cfectos que controlan cstos receptores se reporta que:

El CD16- no media la ADCC ni la liberacidn de enzimas y granulos o la fagocitosis,
por lo que sc postula que sdlo cs una trampa para los complejos inmuncs que no activan
neutrofilos. Se seflala que pucde mediar la ADCC y Ia fagocitosis sélo si actda en forma conjunta
cott FoyRII sugiriendo que cs necesario alcanzar un cicrto umbral de concentracién antes de que
actie y potencie ¢l cfecto a través de! receptor 11 Sin embargo, existen otros rcportes donde
sc sefiala que FoyRIIl si puede mediar fagocitosis por parte de los neutrdfilos de bacterias no
opsonizadas si estas poscen substancias similares a lectina en su superficic y que cn ¢l ncutréfilo
puede mediar destruccién de blancos cubicrtos con 1gG y regular la produccion de esta molécula
encélulas B al ser liberado ast como ihibir su actividad af adherirse a las 1gG de su superficie.
Esta situacion donde ¢l ligando cs receptor y cf reeeptor cs ligando sc ha observado antes para la
regulacion de produccién de IgE (137).

Enia | ia cronica micloide (CML), la fagocitosis por parte de les neutrdfilos es
menor, y ¢sto se atribuye a que s¢ presenta un descenso de entre 15 a 60% ¢a sus niveles de
FeyRIIL, que son los encargados de mediar esta funcion (164).

Por otra parte, ¢i CD16-11 si media fagocitosis y liberacion de superdxido asi como ADCC,
liberacion de enzimas y grdnulos lisosomales (5, 136). Algunos individuos con Lupus pueden
carecer del FeyRillb, al igual que individuos sanos donde no s¢  presentan alteraciones ca su
respuesta inmune sin que sc tenga una explicacion convincente para ello (137). Las NK atacan
tumorcs y presentan ADCC a través de sus FoyRIH (116) y dado que ¢s un receptor difercnte al
prosente en neutrdfilos y que ¢s ¢l Unico que poseen, s¢ ha tomado como modelo para cstudiar
sefiates de transduccién.

En las NK, la ocupacién del FeyRIIl por su ligando 0 ¢l uso de anticucrpos contra ¢l
receptor provoca ¢l incremento de Ca'? , formacidn de inositol trifosfato, 1a fosforilacién de la
cadena & de CD3 y de las fosfolipasas PLC-yl y PLC-yZ por lo que sc picnsa que una

proteina  denominada pS6lck estd iada o es fi Jucida después ¢ la unida del
ligando, ya sea por las cadcnas Yoo alguna otra proteina cinasa (159). Posteriormente
scdala peicn de ci y la activacién de la ADCC (157, 161, 165).

El mecamsmo que acopla FqulIcon la fosfolipasa sc desconoce aunque se postula
que pucden particip G o protein-ti i {PTK). Sin cmb los di
indican que en fas NK no s invol proteinas G, mi que las PLC se inhiben con un
inhibidor de PTK.

Como se ha podido apreciar, los FoyR preseatan traslape de funciones ademas de que el
entrecruzamicnto (ocupacién de mas de un receptor por ¢l antigeno o participacién de varios

pareee ser imgp No ot al parccer si prescntan funciones upccnﬁms,
por CJCI‘I’lpID Para ¢l sistema de m(én. FcyRIIbZ medla lizacion y conduccién a
de los ligandos cn fibrobl que FcyRIIbl carcee de esta propiedad.

Por otma parte, ¢l dominio bl citoplasmatico es fosforilado en serina para cf ratén, pero csto
no ocurre en el humano, donde una maduracion alternativa del  exdn que lo codifica provoca la
pérdida del sitio de fosforilacién, por lo que ¢l papel de ésta en la funcién del reocptor humano
es incicrto (112, 128).
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Por otra parte, se ha observado que ¢n ¢ humano FeyRIIB internaliza en forma diferente
blancos cubicrtos con IgG y parece que cllo depende de 1a regi6n citoplasmica, por lo que se
piensa que ¢l enlace a otras moléculas podria ser necesario para su comrecta funcién. La
diferente c\pn:stén de UIB respecto a 1IA y 1IC indica que los 2 ultimos se traslapan en funciones

fe de fagy que 1B se relaciona a funci de linfocitos (128).
E1 FoyRIIIb cs cl dnico cn los linfocitos B humanos y cs capaz. de inhibir su activacion
mediante el enlace de las 1gG de su b no ocurre d cste con
1o que se previene la p ion de anti ir que pudi haberse unido al receptor

como panc dccomplc)os inmuncs (166).

Por su parte, ¢l FeyRI inducido por IFNy sobre PMN parece mediar la ADCC, micntras
que los otros receptores no participan (144).

El cjemplo més claro de la relacidén funcién estructura lo aporta ¢l FeyRINA, donde fa
conservacion de la cstructura transmembranal y en menor extensién la citoplismica parccen
indicar que son csenciales para la ADCC, mientras que la asociacién con ¥ o § origina envio
de scitales diferentes a través de cllos (128, 159).

La mediacién de sciiales por los FoyR tambitn e¢s  dificil de cniender dada su
heterogenceidad, El aclarar el papet de cada FeyRen la lizacién s¢ veria f: ido por ¢l
estudio  de subunidades especificas en células carentes det resto de cllas. Por otra parte, sc
neeesita también contar con anticuerpos monoclonales contra los receptores de ratén ya que
cn cstos organismos cs cn los que s desarrolian la mayoria de los estudios acerca de Ia biologia
de estas moléculas. El uso de los ab monoclonales contra los FeyR de ratén asi como los que

ya cxisten contra clulas by rlan las ambigiiaiades p cn varios reportcs donde
sc seiiala por cjemplo que:

- El GM-CSF cn un clon dc fcucemia micloide induce FeyR  hasta un 27%, efecto que
también presenta fa IL-3 (71).

- GM-CSF también los FoyR en bfagos de ratén (167).

- La IL-6 induce un incremento de hasta 46% en los niveles de FeyR (71).

- IFNa y la prostaglandina E2 (PGE:2) incrementan los FcyR sobre células linfoides de
ratén y humano in vitro'c in vive (168),

- La timosina fraccion S también incrementa los FeyR y al igual que con PGEz cl
incremento cn cAMP pudiera estar rclacionndo con cllo (168).

- En células de microglia s¢ i fos al ser dos con IFNy, IL-1,
TNFa y LPS. IL-1 sincrgiza con IFNY en el mcrcmcn(o de FcyR en macréfagos peritoneales
{169).
chorus donde no sc selala que npo 0 tipos dc receptor son los inducidos por lo que
g lacién acerca de de i6n es initil.
Por olm parte, los cstudios acerca del origen cvolutivo de los recep Fc,enp 1

delos FeyR se han valido de homologia cntre los p Fes y Foy para suponcr que
provicnen de un ancestro comin y que a lo largo de la evolucion se ha p para
mantencr los genes proximos (170).

Se propone que en ¢l camino cvolutivo, cl FeR localizado en 1923 sufri6 una
duplicacién originando a los FeyR y FeeR. Una poslcnor duplicacién ¢n el locus g genera a
los receptores de los prupos IT 'y I Posteriores  duplicaciones cn los genes ancestrales o y B
goneran 4 genes de baja  afinidad que sufren divergencia posterior y una mutacion en ¢l sitio
aceptor de divisién del tercer exon citoplasmico del gen I haciéndolo no funcional. La
formacion de un nuevo sitio aceptor origina la forma 1la', micntras que el otro gen II se queda
como tal dando origen a IIB. Una nueva recombinacisn entre 12’ y [ formariz al gen lla.




Mientras todo esto ocurre, los genes 111 s8lo se han separado. Un de csta hipdtcsis del
origen de los FeyR se muwua ca ¢l cuadro 3.

No s¢ han tudios acerca de la divergencia con el receptor I, aunque se piensa
que debid scpararse temprano. Las Gliimas investigaciones han revelado que ol FeoaRI
presenta homologia con FeyRI'y Ul asf como con FesRIa lo que seilala que posecn un mismo
ancestro y que el esquema cvolutivo tendrd que modificarse.

a) Ancestro comitn FeR origina Fey y Fee

b) En cl locus y 2 duplicaciones -> Feylity 1i con ¢l siguicnte orden: 11-H-11-11

c) La pérdida del sitio aceptor provoca la fonmacion de Jos locus 1I-Ifa' -lll-llb

d) Creacién dc un nucvo sitio aceptor y binacién para dar la i
actual 1112-Ifa-11a"-§i1-11b.

Cuadro 3. Evolucién de los genes FoyR.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los estudios desarrollados acerca de los diferentes tipes de FoyR han permitido conocer que
cada receptor presenta diistinta afinidad por la lgG. por cjiemplo, el FeyRI enlaza con alta
finidad los 6 de i lobuli que los FoyRII y Ml interachian con los
polimecros de IgG. Los FeyR presentan también difcrente scnsibilidad al  tratamicnto con
tripsina, siendo los receptores FeyRl y I climinados de la membrana celular por la cnzima,
mientras que cl Fclel resiste sus cfectos. En la camctcnmcxén de los FeyR de humano también
s¢ han emplead monoclonales que p distinguir a los diferentes FoyR, aunque
todavia no existen wmcrcnalmcnw anticuerpos contra los FoyR de ratén. Los estudios cmpleando
las tres estrategias demucstran que dos FoyR de ratén y humano son muy semejantes.
Por otra parte, Interlcucina 1 (IL-1) ¢s capaz de inducir la expresién de receptores Fe

(FeyR) en macrdfagos residentes de la cavidad peril ! de ratén (3), propiedad que comp con
otras molécutas como ¢l Interferon Gamma (IFNy) (90, 92). Sin embargo, no se conoce si los FeyR
inducidos por IL-1 en cstas células p diferentes afinidades por 1gG, resi ia a tripsina

o si son reconocidos por los anticucrpos monoclonales contra los FoyR de humano.

De csta forma, en la presente investigacion se hard uso de las propiedades mencionadas
de los FeyR, asi como de los anticucrpos monoclonales contra los FcyR humanos, tratando
de deteeminar las caracteristicas de los FoyR inducides por IL-18 ¢n los macréfagos residentes de Ta
cavidad pcnlormldcralbn

d de fund:  imp ia d i las propiedades de los FeyR
mduc:dos por la IL-1f, ya que esto ampliari imi accrea de  las
propicdades biologicas de IL-1, controladas a través de la cxpresion de ciertos FeyR en los
macréfagos, ya que las investigaciones desarrolladas a 1a fecha indican que si bien los diferentes
tipos de Fc1R son muy sermejantes, cada uno de cllos controla funciones especificas.

Imente, debido a la capacidad de IL-1 de mediar una gran cantidad de efectos tanto en
el sxstcma micloide como en cl linfoide, sc lc cstd considcrando como candidato para el
tratamicnio de diferentes  padecimicntos donde ¢l sistema hematopoyético y el sisterna inmune
se ven alterados y donde la ion de los FeyR sc encucntran disminuida. Se espera de esta

P

forma corregir algunas de las deficiencias y ofrecer micjores condiciones de vida a los enfermos.
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HIPOTESIS

Hasta ¢l momeato s¢ conoccn tres tipos de p Fc para la i globulina G
(FcyR) tanto en ratdn como en  humanos cuya regién lular p una alta homologi:
cntre las dos especics. Cada uno delos P dife finidad por las IgG's y

resistencia a tripsina, Ademds sc han creado anllcucrpos contra los FeyR humanos que permiten
distinguirlos.

Por otra parte, se sabe que IL-1p es capaz de inducir la cxpresion de FeyR en
macréfagos residentes de la cavidad peritoncal de ratén aunque hasta ¢l momcato . sc

las isticas particulares de los FeyR inducidos por IL-1.

Por esta razén, s¢ cspera que al cultivar o, id de 1a cavidad perif \
de ratén con TL-1B, éstos cxpms:uﬂn FeyR y serd posnblc canacterizasios cn bnsc a su
rcacuvndadcoulgG séricas, su resistencia 8 la tnpsma y probablementc  mediante su

i por los anticuerpos contra los

OBJETIVOS

Objetivo general: Determinar las caracteristicas de i por i Jobuli f iaa
tripsina y de por anticuerpos contra los FeyR humanos, & los FcyR inducidos
por IL-1P en macréfagos residentes de la cavidad peritoneal de ratén.

Objetivas particulares:

- D inar 1a actividad ind de los FeyR por IFNY ¢ TL-1P cn macrofagos residentes

de 1a cavidad peritoneal de raton.

- Determinar si los FeyR mducndos por IL-I[} en macrbfagos residentes de la cavidad
peritoneal de raton son bloqueados por i

« Determinar si IL-1p induce FeyR resistentes al tratamiento coa tripsina en macréfagos
residentes de la cavidad peritoneal de ratdn.

- Determinar si los FoyR mdncndos por IL-IP cn macréfagos nmdmtsdclamvxdad
peritoncal de ratén son idos por lonales contra los FoyR humanos.
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MATERIALES Y METODOS

Material Biol6gico.

Enlap i i6 ! ratones hembras de la ccpa CD-1 de 4 2’6
semanas de edad obtemdos del bioterio dc Ia FES- -Zaragoza.

S¢ emp itos de los del bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM.
Condiciones de cultivo.

Todo ¢l mancjo y obtencitn de células se realizé en una campana de cultivo que habfa
sido desinfectada con alcohol al 70% en agua (v/v) y csterilizada con luz ultravioleta (U.V.)
durante 15 minutos. Las cétulas se icron ¢n una incubadora con chags de agua a 37 °C,
5% de CO2 y humedad saturante.

Obtencisn de células de 1a cavidad peritoneal de ratén.

Los ratones se sacrificaron mediante dislocacion cervical para posteriormente realizar 2
lavados de la cavidad peritoncal con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS, apéndice 1). En
¢l primer lavado sc introdujeron 10 ml de PBS frio a Ia cavxdad peritoncal con ayuda de
jeringa y aguja cstériles, se frotd ta p | con la finalidad de
poder colectar los macrdfagos que ahi se ban, s¢ extrajo | ¢l liquido y se¢
colectd en tubos para centrifuga frios. Se realizd un scgundo lavado pero ahora sdlo sc emplearon
5 ml de PBS.

Obtenci6n del suero de ratén.

La sangre sc obtuvo mediante puncién cardiaca, sc distribuyd en tubos para
centrifuga y se dejd en el refrigerador a 4 °C durante | hr. Posteriormente fue centrifugada a 500g
durante 15 minutos para scparar ¢l sucro. Una vez que s¢ obtuvo, se esterilizd por filtracién con
membranas Millipore (Miltipore, USA) de 22 de didmetro y se guardd en el refrigerador a 4 °C
hasta ¢l momeato de su uso.

Eaori imi de poblaci celulares
Las células extraidas de la cavidad peritoneal se centrifugaron a 500 gravedades (g)
durante 5 minutes, se deseché el sobrenadante y se afladid medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma,
USA, apcndxce 2). A conlinuacién sc realizd un conteo de las células obtenidas con ayuda de
kel, Al ja). Una vez ido ¢l numero celular se procedid a
dlstnbuxr las células en placas de microcultivo dc 96 pozos con fondo en "U" (Nunclon,
Dinamarca). En cada pozo se aftadieron 200 pl con 4 x 105 células y s¢ introdujeron a la
incubadora durante 2 horas para ap har la capacidad de los ofagos de adherirse a
superficies plasticas o vidrio, lo quc permitié separaslos de los granulocitos y linfocitos que
tambi¢n sc cncucatran ca la cavidad peritoncal, pero que carccen de esta propiedad. Una vez
transcurrido ¢l tiempo, se retid la placa de la incubadora, sc cambié i medio de cultivoy s
adade medio nuevo, se resuspendié suavemente con una pipeta, se rcnré cl medxo y se rcpmé cl
proceso otras 2 veces, esto tiene [a finalidad de eliminar los granul y I itos que p
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haber quedado después de la adherencia. Con cste  procedimi sc obti poblaci de
macréfagos de hasta 85% de  pureza.

Para la técnica de il f ia, al de enriquecimi de las

blaci Tul los ofagos se msmbuycron cu cimaras de microcultivo de 16 pozos

(Nunclon, Dm:unarca) procediendo de igual manera que si se tratara de placas de 96 pozos.

Cultivo con los inductores.

A las células que fueron enriquecidas por adherencia se les aiiadié RPMI-1640
suplementado con 10% de sucro de caballo Gibeo (Gibeo, UK) que fue previamente desactivado
durante 30 minutos a 56 °C (RPMI-SC) y el inductor pondi IFNy (I USA) se
cmplod a una concentracion de 800 U/mi. La iL-ip (Immuncx, USA} sc cmpled a una
concentracion de 80 ng/ml. Como control negativo se cmiplearon macrofages a los que solo se
fes afladid6 RPMI-SC. Las células asi tratadas se mantuvicron durante 2 dias en la incubadora.
Transcurrido cse tiempo, sc procedid a 1a evaluacién de rosetas EA.

Obtencitn de eritrocitos de carnere.

Los eritrocitos de camero se¢ obtuvicron mediante puncidn yugular aséptica. Las
células s¢ coloctaron en un tubo con solucién de Alsever (apéndice 3) cn una relacién 1:4 y sc
mantuvicron en clla a 4 °C. Para garantizar su buen estado, no se emplearon eritrocitos que
tuvicran mis de 1 mes de cxtraidos.

Titulacién de eritrocitos de carnero.

Para conocer la i6n ad da de i lobulina G (IgG) anti-esitrocitos de
carnero y asi garantizar que no habria agregacitn se procedi6 de la siguiente forma. En una
microplaca de cultivo de 96 pozos de fondo "U" se distribuyeron pares de pozos con 25 i de
diferentes concentraciones de IgG en PBS asi como 2 parcs de pozos con sélo PBS. A
continuacién a cada par s¢ o afladié 25 ! de una solucién de eritrocitos de camero al 2% que
habian sido previamente lavados 3 veees con PBS y centrifugacién durante 5 minutos a 800g.
Una vez que sc afiadicron los eritrocitos, la placa se colocd en una cimara himeda con la
finalidad de que los cntmcxtos sedimentaran. Sc dejaron ahi durante 1.5 hrs. Transcurrido el
tiempo, s¢ dié a sel Ia ion de IgG, para cllo; se observs aquel par de
pozos cn cl que sc hubicra formado un botén similar al de los pozos dondz sélo s¢  pusicron
eritrocitos en PBS, una vez localizado, se eligié como concentracién adecuada aquella que cra 4
veces mas diluida que ¢l pozo observado, cs decir, st el botn se formd en una concentracion
de IgG 1:500, sc cmpled para activar los eritrocitos una concentracion 1:2000.

Preparacién de eritrocitos activados (EA).

Una vez que sc obtuvo la ion ad d ala fucién al 2% de eritrocitos sc
afladié la cantidad necesaria de IgG para ob 1, se para no lisarlos
y se incubaron durante 30 min, Transmmdoclm:mposemuramdclamcubadolaysclavamn
cn PBSen el que fucron activados, quedando listos para su uso. Sc recomienda no emplear
etitrocitos activados demds de 4 dias, asi como mantenerlos a4 °C.
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Formaci6n de rosetas EA.

Las células que fucron mantenidas en la incubadora durante 2 dias en presencia o
ausencia del inductor se retitaron  de la incubadora, se les quitd el sobrenadante y se lavaron 3
veces con RPMI-1640 y una ligera resuspemsion. Se a.ﬁad:cmn 200 pl  de RPMI-1640, se

dapcgé a las células con un “gend: s di 20 i dec eritrocitos
di se ifugaron durante 5 min a 800g para formar un botén y
garantizar as( un mayor entre o y EA, s duj en  la incubad

durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo sc Tetif6 a las células, se resuspendicron suavemente
con ums pipeta Pasu:ur se despegaron con ayuda de un "gendame”, se resuspendicron otra vez'y
se cnunh parala

En cf presente trabajo, se considerd una célula que no  forma roscta a aquel macréfago
que tenfa adheridos de 0 a 2 EA 'y como roseta a aquel que tuviese mis de 3 EA ad.hcndos asu
membrana. S¢ contaron al mcnos 200 células y sc exp on los resultados como

Bloqueo de la formacién de rosetas con suero de ratén.

Para los ensayos donde se cvalud la inhibicion de la formacién de rosctas EA
empleando ¢t sucro de ratén como fuente de inmurioglobulinas, a las células que s¢ cultivaron en
presencia de IL-1f s les retird de 1a incubadora, s descché el medio de cultivo, se lavaron con
PBS y pipcteo suave 3 voees y se afiadio nuevo medio de cultivo asi como 13 pi de suero de raton.
Las células sc reg a la incubadora donde p i durantc 30 minutos para permitic
{a unién de las inmunoglobulinas a los FoyR, para postcriormente ser retiradas de clla y proseguir
con ¢l ensayo de rosetas como s¢ ha descrito con anterioridad.

Tratamiento con Tripsina

En los expcrimentos donde se traté a las células con Tripsina sc procedid de la siguiente
forma. Después de los 2 dias de cultivo en presencia o ausencia del inductor s¢ retird a las células
de la incubadora, s¢ rctird ¢l medio de cultivo, se lavaron 3 veces mediante adicidn de PBS con
pipeteo suave para finalmente afiadir 200 pl  de una solucidn de Tripsina al 0. 006% cn PBS (p/v)
(Apéndice 4) y dejarla actuar durante 7 minutos. Una vez tratadas, se procedi6 a lavar las células 3
veces con PBS frio y pipeteo suave, sc afladié RPMI-1640 y los EA para desarrollar ¢l ensayo de
formacion de rosetas como se ha descrito.

Inmunofluorescencia indirecta.

Para cvaluar si fos anticucrpos monoclonales contra los FeyR  humanos reconocian a

los FcyR inducidos en 3 id de 1a cavidad peritoneal de ratén por IL-1, s¢ empled
la técnica de inmunofluorescencia  indirecta, En clla, una vez que han transcurrido los 2
dias dc incubacién de los ofa o ia de los ind cn las

microcdmaras, las células s retiraron d&c la mcubadom se descchd el medio de cultivoy se
ﬁjamn con aoctonn a -20 °C durantc 5 minutos. Posteriomente s¢ Javaron 3 veces con

i dora de fosfatos para fl ia (PBSI, apéndicc 5) giendo el
portacbjeto donde han sido cultivadas con ayuda de la cdmara de microcultivo ¢n un recipiente
que contenga suficiente PBSI para cubrirla por completo. Los lavados son de 5 minutos.

Inmediatamente, se procedid a bloquear los posibles sitios de reaccion inespecifica afiadiendo a
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fas céiulas una solucién de albiimina de bovino al 1% (p/v) cn PBS, manteniéndolas en una
cimara himeda durante una hora, Transcurrido ese tiempo, s¢ afadi6 el anticuerpo primario y se
mantuvo a las células durante una hora en la cimara himeda, se retiraron de la cimana y se
lavaron tres veces duvante 5 min con PBSI en ia  forma descrita  con anterioridad.
Después se procedid a  aftadir ¢l anticucrpo sccundario ¢ incubar las células en la cdmara
himeda en completa obscuridad durantc 45 min, postcriormente se lavaron 3 veces en PBSI,
s¢ contrasté durante 5 minutos con Azul de Evans que las hace verse rojas bajo luz U. V., se
lavaron 3 veces mas con PBSK, se monté con una gota de glicerina en PBS 50% {(viv) cubncndo
la preparacida con un cubreot y obscrvando con ayuda de un microscopio de
cpifluorcscencia (Olympus, USA) Los anticuerpos que s¢ cmplearon son:

Anticuerpos primarios:

- MoAb 32.2, anticuerpo monoclonal de raton anti-FeyR1 humano (anti CD64), ¢s dc 1a subclase
1gGl, se cmpled cn una dilucion 1:10 en albimina cn PBS 2l 0.1% (p/v).
- MoAb IV 3, anticuerpo monoclonal de ratdn anti-FoyRIl humano B (anti CD32), subclase
1gG2b cn una dilucion 1:10 cn albimina ca PBS al 0.1% (p/v).
- MoAb 3G8, anticucrpo monoclonal de ratén anti-FeyRIHl humano (anti CD16), subclase 1gG1
cn una dilucion 1:10 en albdmina cn PBS al 0.1% (p/v).

“Todos estos anticucrpos son fabricados por Modarex, USA.

Como anticucrpo control se ecmplod ¢l MoAb Ko 8.13, anticucrpo monoclonal de raton
anti-citoqueratinas subclase 1gG2a diluido 1:320 cn PBS y que es fabricado por Sigma, USA.

Anticuerpo Secundario:

A ficlonal de Chivo anti-i lobulinas de ratén C do con Isotioc: de
Fluomoclm (GAM-F(TC) (F{ab)s) en una dilucién de 1:50 en PBS. Es fabricado por Dakko,
Dinamarca.

Todos los anticucrpos fucron mantenidos a 4 ©C y ¢l anticucrpo secundario a 4 °C y en
obscuridad.
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RESULTADOS

Interleucina 1 § (IL-1f) ¢ Interferén Gamma (IFNy) presentan actividad inductora
de Receptores Fc (FcyR) en macrofagos residentes de cavidad peritoneal de ratén.

Antes de realizar los estudios donde s¢ cmplearian la IgG sérica, la tripsina y los
anucucrpos monoclonales para caracterizar los FcyR mducndos por IL-1B; fuc neccsario verificar
si las moléculas de IFNy ¢ IL-1B p b indt ala expresion de FeyR en
macréfagos residentes de  cavidad peritoneal de ratén, Con csta finalidad, sc cultivaron cstas
células durante 2 dias cn medio RPMI-1640 suplementado con suero de caballo y en presencia o
ausencia de 800 U/ml de IFNy y de 80 ng/ml de IL-18, dosis que sc obtuvicron previamente
mediante la realizacién de curva dosis respucsta cuantificando [a induccién de FeyR mediante ¢l
cnsayo de formacion de rosctas EA (Gréficas 1 y 2).

Nuestros resultados muestran que ambos factores inducen un claro incremento de FoyR
con respecto al cuitivo sin inductores (Grafica 3).

El suero de ratén disminuye Ia formacién de rosetas EA en los
macréfagos cultivados con IL-1p.

1 coidad ind

Una vez que se determiné que 1L-If de FeyR cn los
macréfagos residentes a los 2 dias de cultivo, se procedié a determinar ¢l efecto que tienc el
suero dc ratén, el cual contiene inmunoglobulinas incspecificas, en la formacién de rosctas EA
en fas células que habian sido cultivadas con cste factor. Con esta finalidad, media hora antes
de desarrollar los ensayos de formacién de rosctas se afiadié a los cultivos el suero de ratén,

Los resultados indi que los 6fagos cultivados en ausencia de IL-1P presentan
una capacidad formadora de rosctas similar ya sca cn presencia o ausencia del suero de ratén
(Grafica 4).

Por otra parte, los ofagos que se culli cn p ia de IL-1P, a los que se
afiadié suero de mlén 30 minutos antes dc desarrollar los ensayos de formacion de rosetas,

una di ion en su capacidad de cnlazar los EA comparados con las células
culuvadas con IL-1B en ausencia de sucro dc ratdn (Grifica 4).

Estos resultados indican la posible existencia de afinidad de los FoyR  inducidos  por

IL-1p a los anticuerpos inespecificos presentes en el suero.

La afinidad de los receptores Fe inducidos por Interleucina 1 aumenta
mediante el tratamiento con tripsina

Se sabe que los FeyR p diferente resi: ia al i con tripsina. Con la
finalidad de d inar si los recey FeyR inducidos por IL-Ip en los macréfagos cran
resistentes o no a csta enzima, a los macrofagos cultivados en presencia o ausencia de IL-1p
durante 2 dias se les tratb con una solucién al 0.006 % de tripsina cn PBS durantc 7 minutos antes
de realizar ¢l ensayo de formacion de rosetas.

El porcentaje de formacién de rosctas de las  células cultivadas en presencia o
ausencia dc IL~1P fue igual después del tratamiento con la tripsina y mayor al observado en las
cclulas quc no s¢ mmron con la cnzima (Grafica 5). Es de llamar la atencién que las células

] ia dc IL-1{ tratadas con tripsina una mayor afinidad
de los FcyR que aquellas que no fueron tratadas con la enzima .

46



o 280 600 a50 800 1200

~=IFN-¥ U/ml

Grifica 1. Curva dosls respuesta de IFN-# en
macréfagos resld de la cavided peril [ de
ratén. Las células fueron mantenidad en presencia
] ausencla del inductor

PORCENTAE OE ROSETAS EA
8 3

-
]

° a8 20 ) 80 100

I ynasmi

Grifica 2. Curva dosis respuesta de [L-1p e
macrifagos residenies de la cavided periicnesl de
ratén, Lus chulss se mantwvieron . dos dias en
presencie ° sumacle del lnductor.



- 50

PORCENTAJE DE ROSETAS EA

I
<}

5}
[}

N
[+}

10

o n z: - 3 23 N ke .} .
CONTROL (-) IFN-¥ -1

INDUCTORES

Grafica 3. Induccién de FcR por IFN-¥ e iL-18 en
macréfagos residentes de la cavidad peritoneal
de ratén mantenidos durante dos dias en
presencia o ausencia de los inductores
Control (-). Control negativo.

IFN-Y¥ . Interfer6n gama 800

U/mil.

IL-1f . Interleucina-1 80 ng/ml.

43



50

n [0 b
(=] =] O

PORCENTAJE DE ROSETAS EA

-
Q

A

CONTROL (-)

xdssr CSR

Grafica 4. Inhibicién de la formacion de rosetas
con suero de ratéon en macréfagos residentes
de la cavidad peritoneal de raton mantenidos
durante dos dias en presencia o ausencia de
IL-1p .
Control (-). Control negativo.

iL-18 . Interleucina-1 beta.

SSR. Sin suero de ratén.

CSR. Con suero de ratén.

49



80

S
=]

[4)
o

20

PORCENTAJE DE ROSETAS EA

-
o

@ siN TRIPSINA Y EA  [ElCON TRIPSINA Y EA
{JsIN TRIPSINA Y EC

Gréfica 5. Aumento de la afinidad de los FcR
inducidos en macréfagos residentes de Ia
cavidad peritoneal de ratén por IL-18después
del tratamiento con tripsina.
Control {-). contro negativo.

IL-18 . Interleucina-1 beta.

EA. Eritrocitos de carnero activados.

EC. Eritrocitos de carnero no

activados.



Para descartar que los EA sc adhiricron cn formn mcspeciﬁca a las células tratadas con
tripsina, sc realizaron también ensayos donde s¢ eri dos con lgG
En tales experimentos no se detectd formacion de rosctas en las oélulnstratndas con o sin
tripsina (0%, datos no mostrados), independicatemente de si se les habfa cultivado con o sin
IL~1B, lo cual parcce indicar que ¢l aumento en el porcentaje de rosetas se debe a un incremento
de la afinidad.

Los anticuerpos monoclonales contra Jos FeyR humanos no reconocen los FcyR
inducidos por IL-1§3 en los macréfagos de ratén, pero se da reaccién positiva solo en las
células tratadas con 1L-1P independientemente del anticuerpo empleado.

Para determinar si los anticuerpos {ab) discilados contra los tres tipos de FeyR humanos
podian reconocer los FoyR de ratén inducidos por fL-IP en los macrofagos, se decidié
realizar cnsayos de inmunofluorescencia en las células que fucron cultivadas en presencia y
ausencia del factor asf como en presencia y  ausencia de IFNy ya que este inductor ha sido
caracterizado como una molécula capaz de inducir fa expresion de los FeyR1 y II1

Los resultados indicaron que las células cultivadas sin inductores no prescataban
reaccidn positiva con ninguno de  los anti lonales anti-FcyR, tampoco con el
anticuerpo no relacionado o donde s6lo se afiadi6 ¢l ab seoundario.

De igual forma, los macrdfagos cstimulados con IFNy no presentaron reaccibn
positiva con ninguno de los anticuerpos. Sin cmb en las células mantenidas en presencia de
IL-1P se obtuvo una reaccién positiva de igual intensidad con los 3 anticucrpos contra los
receptores FyR, asi como con ¢l ab no relacionado ¢ incluso donde sélo s¢ usé el ab secundario.

Estos resultados indican una clara diferencia entre los FeyR inducidos por IL-18 ¢ IFNy.

Los macréfagos no presentan inmunoglobulinas unidas a sus FeyR
desde ¢l inicio del cultivo.

Al observar que en las cflulas tratadas con IL-1f se presentaba reaccién positiva

ain dondc sélo sc usd cl ab dario, s p 6 a d la posibilidad de que el ab

Jobulinas unidas a los FeyR desde el inicio del cultivo

y que cran mantenidas gracias a algun efecto de aumento de afinidad en los FeyR' por estos

anticuerpos causado por la IL-1B. Para ello s¢ desarrollaron ensayos a ticmpo cero, en

macrofagos que sélo habian sido adheridos durante 2 hrs en medio de cultivo libre de sucro y

Los ensayos a tiempo ccro mostraron  que las células fucron negativas ya sea donde se

emplcaron los 2 anticuerpos, o donde sélo sc empled el ab sccundario (Fotos 1y 2). Es pues

idente que los dfagos no p 1gG unida a sus FeyR desde el inicio del cultivo y que
Ia reaccion positiva no se presenta cn ausencia de inductor.

Ls fluorescencia en macréfagos tratados con IL-1 no se debe a Ia
presencia de inmunoglobulina de cabatlo

Una vez que se d ind que los JF idos dc la cavidad pcrimnw,l no

fobuli de ratén adheridas a los FeyR en su membrana al inicio del los

wluvos, se decidid realizar experimentos en células mantenidas en medio de cultivo con o sin
sucroy en presencia o ausencia de IL-1PB, para descartar la posibilidad de que el ab secundario
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reconociendo lobulinas del suero do  caballo adheridas a los macréfagos
mediante Jos FeyR inducidos por 1L-1B durante el experimento.

Los resultados indicaron que las células que sc culti en medio supl do con
su¢ro de caballo sin IL-18 no p ia con ninglin po (fotos 3y 4), en
cambio, la presencia de IL-1B favorecid una ion positiva independi det anti
empleado (fotos 5 y 6).

El resultado mis interesante sc obtuvo al analizar las fotografias de las células
mantenidas en medio de cultive sin suero. En cllas se puede apreciar que las células que
sc mantuvieron sin IL-1f no presentaron fluorescencia (fotos 7 y 8). Sin cmbargo, las células que
se cultivaron con IL-1p  presentaron reaccidn positiva (fotos 9 y 10), sicndo de  mayor
intensidad en fas células donde solo se cmpleo clab sccundano (foto 10).

De esta forma, que ¢l anticuerp fario no
reconocié a  fas  inmunoglobulinas presentes en ¢l suero de caballo, pero si una  molécula
inducida por 1L-1 en Ja membrana de las macrofagoes de raton.
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FOTOGRAFIA 1. Inmunofluorescencia negativa de macrofagos residentes de la cavidad peritoneal
de ratén después de dos horas dec extmidos, utilizando anticucrpo primario y secundario,
Microscopio de epifluorescencia Olympus, 400 X,

FOTOGRAFIA 2. I i ia negativa de blag i de la cavidad peritoncal

de raton después de dos horas de extraidos, utilizando anticucrpo secundario, Microscopio de
cpifluorescencia Olympus, 400 X.
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FOTOGRAFIA 3. Innmwnofluorescencia ncgativa de macréfagos residentes de la cavidad
peritoncal de raton después de dos dias de cultivo cn medio suplementado con sucro de caballo y
ausencia de I1L-1b, utilizando anticucrpo primario y sccundario, Microscopio de epifluorescencia

Olympus, 400 X.

FOTOGRAFIA 4. Inmunofluorescencia negativa de macrofagos residentes de la cavidad peritoncal
de ratén después de dos dias de cultivo en medio suplementado con sucro de caballo  y ausencia de
IL-18, utilizando anticucrpo secundario, Microscopio de epifluorescencia  Olympus, 400 X.
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FOTOGRAFIA 5. Inmunofluorescencia débiimente positiva de macrofagos residentes de fa
cavidad peritoneal de raton después de dos dias de cultivo en medio suplementado con sucro de
caballo ¢ IL-1f (80 ng/ml), utlizando anticucrpo primario y sccundario, Microscopio de
epifluorescencia  Olympus, 400 X.

FOTOGRAFIA 6. 1 fluc ia débil positiva de macrofagos residentes de la
cavidad peritoncal de ratén después de dos dias de cultivo en medio suplementado con suero de
caballo ¢ IL-1B (80 ng/ml.), utilizando anticuerpo sccundario, Microscopio de epifluorescencia
Olympus, 400 X.
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FOTOGRAFIA 7. Inmunofluorescencia negativa de macréfagos residentes de la cavidad
peritoncal de raton despuds de dos dias de cultivo en medio libre de suero y sin IL-1B, utilizando
anticuerpo primario y secundario, Microscopio de epifluorescencia Olympus, 400 X,

FOTOGRAFIA 8. Inmunofluorcscencia negativa de macrofagos residentes de la cavidad
peritoneal de raton después de dos dias de cultivo en medio libre de sucro y sin IL-1B, utilizando
anticucrpo sceundario, Microscopio de cpifluorescencia Olympus, 400 X.
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FOTOGRAFIA 9. | fluorescencia débil positiva de macrofagos residentes de la
cavidad peritoncal de raton despucs de dos dias de culiivo en medio libre de sucro v con 1L-1§3
(80 ng/ml), utilizando anticuerpo primario v sccundario. Microscopio de  epifluoreseencia
Olympus, 400 X

FOTOGRAFIA 10, tamunofluorescencia positiva de macrofagos residentes de la cavidad
peritoncal de ratén después de dos dias de cultivo en medio libre de sucro y con IL-1 (80 ng/ml),
utilizando anticucrpo sccundario, Microscopio de cpifluorescencin Olympus, 400 X, |
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DISCUSION

Los receptores para la porcién Fe de la imnunbglobulina G (FcyR) son una parte
fund. 1 de los i de defensa que posu: cl organismo wnlm agentes paxbgcnos La
interaccion de los FoyR con i Jobuli al

anticuerpo) descacadens unz pran cantidad de en las células que los pomm entee las
que sc cncuentran la fagocitosis, ln ADCC y la liberacion de medindores bnolég:c:r: (5 112, 128,
136, 143). Los FcyR son tambié para la climinacién de se
piensa que sus formas solubles puedcn participar cn ¢l control de los niveles dc Ig cn el sucro (5,
134),

A pesar de que los dios de¢ estas glicoprotcis cn fos 70's todavia
es mucho 1o que se desconoce acerca de fos factores que ! Su exp i pock cn
cl raton que es por lo gencral ¢l modelo donde se reali lasp igaci antes
de comenzar con ¢l humano. Asi por cjemplo, nuestro grupo (3 171) y otros (169) han
encontrado que la Interleucina 1 (IL-1) induce la expresién de FeyR en ofag de

1a cavidad peritoneal de ratdn y rata. Sin  embargo, aunque <n los cstudios citados sc reporta
que IL-1 presenta actividad inductora de FeyR, en ninguno de cllos se¢ ha podido seiiafar que
tipo o tipos de receptores son los quese lnduccn ni se han descrito sus caracteristicas.

Enlap ion sc que tanto IL-1B como IFNy inducen la
cxpreslén de FcyR, sin cmbargo tos FeyR inducidos por IL-1B son bloqueados en forma
idcrable por di tipos de anticucrp mspccmcos, mclu)cndo los del sucro de ratdn,

Consideramos que ¢l que s haya p un en la fc ién de rosctas
indicidas con IL-1 por anticuerpns no especificos puede ser debido a que este factor induzca
receptores de  tipo FoyR1 el cual tiene alta afinidad por 1a 1gG monoménca (5, 112, 128, 136)

1

Esta gran afinidad por anticucrpos no especificos se ve cor por

en donde obtuvimos reconocimiento de anti-FeyRI, 1, I y det anti contra c ina
por los FoyR inducidos por IL-1f y no cn aquellos inducidos por cl lFNy mlus €nsayos
de inmunofluorescencia. Esta diferencia de imiento nos  indica cf que IL-1p

induce receptores diferentes a aquellos inducidos por ¢l IFNy. Es interesante mencionar que
se ha publicado que el IFNy induce reccptores FoyRI (90, 92), sin embargo, nucstros
resultados . parccen  indicar  que  aquellos inducidos por la IL-18 pudicran tener una mayor
afinidad por la porcién Fe del TgG. Si IL-10 induce FeyRI 1a diferencia con los FeyRI inducidos
por IFNy, podria deberse a que sc ha pubhcado que cxisten 3 diferentes tipos de  FeyRI

generados de  diferentes transcritos cuya cxpresion depende del estimul que los inducc y dela
célula estimutada (136), en ia seria i el d inar si I IL-1 pudicra inducir
un transcrito difercnte al del PNy, csto explicaria la diferencia observada.

Por otra parte, s ¢l fend de cu la afinidad de los
FeyR después del con tripsina. Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado

que la capacidad para hacer rosctas por paric de las células mantenidas sin inductor se
incrementa en funcion del ticmpo (3), hecho atribuible a 1a secrecitn de un factor capaz de inducir
FeyR por parte de los macrofagos (125) cuyas caracteristicas -indican quc es TL-1f (125, 126),
lo cual nos hace suponer que los FcyR exi en gati fueron

dos por IL-1f endd y por tanto sc comportan ¢n forma semejante al tratamiento
oonla(npsma
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Tomando ¢n consideracion que se sabe que los FeyRl y FeyRII inducidos por IFNy son
sensibles  a la tripsina (119, 122), la resistencia a csta enzima de aquellos FeyR inducidos por
ta JL-1P nos da un dato mas sobre la diferencia de tos receptores inducidos por estos factores. Sin
embargo c} hccho sorprendente de que no tinicamente fucron resistentes a fa tripsina sino que

on d su afinidad, pudicra indicar que la porcién extracelular de este tipo
de FeyR inducido por lL-l[l tenga una region sensible al ataque proteolitico quc exponga una
wgidn que propicic un mejor reconoci de fa porcién Fe del 1gG.

Con basc en los resultados descritos hasta ahora, pudicra pensarse que IL-1P ¢s capaz
de inducir principalmente  FcyRIL ya que se sabe que este tipo de receptor es resistente a la
tripsina, sin ecmbargo no hay que perder de vista que FoyRIl no ticne gran afinidad por ¢l IgG

érico como la da cn cste trabajo para fos FcyR inducidos por IL-1B, lo cua! nos
estaria indicando que los FoyR inducidos por este factor podrian perienccer a un tipo diferente
de FeyRI1 a los descritos hasta fa fecha o bien, como ya se menciond; ser algin Fcle

Tratando de caracterizar cn forma mds | cl tipo de ducid

p por la
IL-{1f  se  cmplearon anticuerpos monoclonales contra los FcyRI, FeyRHl y FeyRill. Sin
cmbargo es pertinente mencionar que no existen hasta la fecha anticuerpos monoclonales contra
este tipo de receptores de raton, por lo que sc¢ cmplearon anticuerpos  contra  receptores
humanos, Este experimento se basé cn ¢l hecho que los FeyR de humano presentan una gran
homotogia con los de ratony por tanto pudiéramos esperar una reaccidn cruzada.

Nucstros ltad di que los anti lonales contra FoyR humanos
no presentan reactividad con ninguno de los FeyR de ratén ya que aquellas cflulas que fueron
inducidas con IFNy no presentaron reconocimiento con ninguno de los anticuerpos. Es intcresante

mencionar que como era  esperado existié imi de estos anticuerpos  por los FeyR
inducidos por la IL-1f ya que, como explis i son p inespecificos y
por tanto muy probablemente reconocicron la porcnén Fc de estos nnucuctpos

Sin cmbargo, ¢s pertinente que €stos
pnscm;uon reaccion posmva incluso donde sélo se utilizd la porclén Flabh dec un anucucrpo

io do contra globulinas de ratén. Como cste anticucrpo carcee de la
region Fe, o mconommlcnto m(speciﬁco tsmdcpmdxcntc deesta porctbn.

do que el anticuerp dario utilizade q Jobuli

de ratén, una posible explicacién det imi es que fos Of idos de la
cavidad px.nlom.al presentaran inmunoglobulinas desde un inicio del ensayo y que ¢l papel de IL-1B
sélo i este plejo durante cl tiempo de cultivo para posteriormente ser
reconocida por d anticuerpo sccundario.

Los ensayos a tiempo ocro donde cmpl el icuerpo  no relacionado contra

| mis el dario o sélo ct dario nos indi que los macrofagos

no tienen inmunoglobulinas unidas cn su membrana. Adn cvando los macréfagos hubicsen
presentado IgG unido a sus membranas en ticmpo cero, seria muy dificil afirmar que IL-18 la
mantenia  adherida a los FoyR durante los 2 dias de cultivo ya que estos  receptores  estan en
constante reciclamiento, asi  por cjemplo, sc ha reportado  que ¢l 20% de los FeyRII siempre se
encucntra internalizado debido 2 su reciclaje y regresa a la superficie sin ligando (128).

Otra posible expli de 1a fl ia observada con ¢} anticucrpo sccundario cs
que cste anticuerpo estaba reconocicndo inmunoglobulinas de caballo que estuviesen adheridas
a los receptores inducidos por IL-1P. Aunque cn las células cultivadas con IL-IP cn medio
suplementado con sucro sc prescatd reaccién positiva, ésta fue de mayor intensidad en las células
mantenidas ea medio de cultivo libre de sucro. De esta forma, los easayos descritos  eliminan'la
posibilidad de que Ja reaccidn positiva obtenida con las célutas tratadas con TL-1P se debiera a que
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cl ab dario fa i Tobuli propias presentes desde el inicio del cultivo o
inmunoglobulinas de caballo que unié durante ¢l experimento.

Con base ¢en cstos ftados y iderando que IL-Iff p fi i6n de rosctas
EAp que cs muy probable que Jo que estd reconociendo la porcidn F(ab')z del anticucrpo
dario cs el FeyR il ido por IL-1f8, Esto se explica por ¢ hecho de que los receptores Fo

presentan dorninios del tipo Cy2 de 1sG (128), que e nuestro caso particular seria de IgG de
raton. Si este anti l jominios Cy2 dc una IgG, es
muy probable que icra los d C72 def receptor inducido por IL-if p indose ja
reaccion positiva.

Si esta hipitesis ¢s correcta, también nos  permite  explicar porqué ef mayor
reconocimiento se  presentd cn aquellas  células donde solo se empled ¢l anticuerpo secundario
pues s¢ sabe que las IgG usan su dominio Cy2 para cnlazarse a sus receptores (121,135, 137,
172) micntras que por otra parte, los reccptores Fec también emplean sus dominios tipo Cy2 para
¢l enlace a su ligando (S, 112, 128, 136, 137). De csta forma, donde no se usa ¢l anticuerpo no
relacionado, ¢l nnucucrpo sccundano tendria acceso libte a  Jos dominios tipo Cy2 del FoyR
dandose el que cuando sc cmplea ¢l anticucrpo no rtelacionado, éste sc
une  al receptor ocupando su propia regidn Cy2 ast como fa del  receptor, con lo que el
socundario no ticne acceso a ¢stas zonas y cl reconocimiento disminuye.

En conclusidn, los primeros resultados con el suero de ratdén indicaban que posiblemente
IL-if  induce al Fc/Rl, aunque iderando Jos resultados del tr icnto con tripsina y los
de la fl nos por la suposicion de que IL-1induce principaimente FeyRIL

Si se lograra confirmar que JL-18 induce aigiin tipo nuevo de FeyRil nuestros tesultados
apoyarian a fos d¢ Grattage (7), que sefiala que JL-1 induce FoyRII, aunque sc¢ debe mencionar
también que &l empled una linea monocitica Jeucémica de bumano (U-937) y que para detectar et
cfecto de IL-1 itat learla en combinacién con ésteres de forbol, ya que por si sola
no indujo FcyR. Ast pues, numos resuftados serfan ¢l primer reporte acerca de que IL-1f
por si sola incrementa Ja expresitn de un tipo novedoso de FeyRIl en macréfagos  normales
su:ndo posnble detectarfos por sus propicdades de ser inhibidos inespecifi por anti
no dos, por su resp al i con tripsina y mediante su propicdad de scr
reconocidos por la fraceién F(ab')z de un anticuerpo dirigido contra inmunoglobulinas de ratén,
fo que ademas permite diferenciarlos de los  receptores inducidos por IFNy. Sin embargo, para
confirmar ecsto es necesario emplear  téenicas  de  biologia molccular y  ab monoclonales

ificos contra los D dc ratén ya que por ¢} momento no podemos descartar la
posxbnhdad de que JL-1P sea capaz de inducir a otros tipos de receptores ¥ que bajo nuestras
condiciones no los podamos detectar ni tampoco podemos afirmar  que lo que reconoce el ab
secundario es el un dominio del FeyRIf, aunque esta opcién nos parece fa més plausible.

$Que importancia tendria que 1L-1 indujera la expresién  del FoyRI en lugar de los tipos
Iy il inducides por IFNy? ;Por qué el organismo presenta mas de una molécula con capacidad de
inducir FcyRY. Las respucstas a estas preguntas parecen aportarlas ol hecho de que tos FoyRI
son los mas ampliamente distribuidos cn todas las células sanguineas y los estudios acerca de
mediacién de cfectos y transduccion de scitales por parte de cada receptor (139). Se ha
observado que cn la linea leucémica U-937 que presenta los receptores tipo Iy il se necesita
entrecruzamicnto de cllos para desencadenar respuestas como movilizacién de Ca*?  a partic de
rescrvas  intracelulares, hidrélisis de  fosfatidi} inositol fosfato, fosforilacion de tirosina de
fosfolipasa Cyl, y que cs ef FeyRI quicn controla el cavio de fas sefiales (117, 173).

En el cstudio de Ball {174), ¢l reccptor tipo I s encucntra presente cn todos los tipos de
leucemia micloide aguda que tevisaron, su cxpresion fuc muy rara en aquelias leucemias donde no
se cxpresd el receptor tipo I aunque las implicaciones que esto pudicra tenes ain no se conocen,
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pero tal vez pudiera ser de rel ia para la duccidn de seftales y diferenciacion de
estas células.

La alta afinidad del FeyRI por IgG monomérica podria provocar que estuvicse ocupado
in vivo por lo que las funciones defensivas recaerian en los otros 2 roceptores (134).

En los neutrofilos que presentan los receptores 11 y 111 éste ultimo receptor csta anclado
por GPl y no cs capaz de desencadenar respucsta a menos que se presente entrecruzamicnto con
el receptor tipo 11 si bien cl FeyRIII no regula las sefiales gencradas por cl tipo 11, pucde necesitar
de ¢l para transducir las suyas, sicndo 1a prucba mas clara de cllo que ¢l cnlace de un ab contea
el FcyRII inhibe completamente las senales inducidas por FeyRIIL Con esto se reforza la hipdtesis
de que ¢l alto mimero de FeyRIII tiene la finalidad de servir como trampa para las IgG
permitiéndo al FeyRIl entrar en accion (173).

En aqucllos individuos sanos que no presentan FeyRIll en  sus neutréfilos, asi como en
aquellos cuyos monocitos carceen de FoyRI (128, 138), una posible explicacién es que no
necesitan de  cllos ya que ¢l FeyRII pucde activar los mecanismos de defensa. De esta forma,
parcce que es el FeyRIl quien se encarga de 1a mediacion de senales al darse ¢l enlace con IgG
tanto en dfagos como en granul

Finalmentc, si 1L-1B pudicsc incrementar la expresion del FoyRIl, reforzara la idea de
emplear csta molécula en la  terapia de pacientes con diversos padecimicntos ya sea sola o
combinada con oftros factores y donde se¢ ha demostrado que los  niveles de FeyR son
importantes, por ejcmplo cn células leadas de paci con i cancer  de
mama y proliferati dondcscharcpomdo que ¢l alto nivel de Fc1R s¢
relaciona con la supervivencia y 1a sobrevida libre de enfermodad (175). En aquell
que presentan los tumores més grandes, los niveles de los receptores  son bilj()s (175), 1o cual
podria deberse a la supresion del sistema inmunc que sc p dos de
cincer y que tal vez podria corregirse en cicrta medida con la admunsm\clén de IL-1 (175).

Sin embargo, tampoco sc debe olvidar que 1L-1 controla una gran cantidad de efectos,
algunos de cllos bastante nocivos para ¢l organismo (35, 38), por lo que s¢ deben continuar los
estudios para conocer los pros y contras de administrarla. Asi por cjemplo, con respecto al papel
de los FeyR que IL-1 pudiera inducir bajo ciertos csquemas terapéuticos s¢ debe tener
presente  que  estos receptores pueden actuar como ruta de entrada para ciertos agentes
infecciosos como el virus det dengue o el det SIDA (176), por lo cual es importantc comprender
tos mecanismos que permiten 3 cada FeyR desempeiiar sus funciones defensivas y  bajo  que
condicioncs actban como ruta de acceso a los agentes patégenos asi como todos los procesos
mediados por elios.

Es cn ésta tarca en la que los modelos donde se cmplean organismos como el ratén
son de una gran utilidad. De esta forma, algunas de las perspectivas del presente trabajo son:

Emplear otras prucbas para detcrminar ¢! tipo de receptor  Fe inducido por 1L-18 como
deteecion de mRNA a través del cnsayo de Southern Blot utilizando sondas de oligonucleétidos
disciiadas segin las sccuencias reportadas para cada receptor 0 con ¢cDNA completo que haya
sido clonado en bacterias.

Ya que Ia deteccion del mRNA no garantiza la expresion de  la proteina para fa que
codifica sobre la superficic celular sc considera pertinente disefiar anticuerpos monoclonales
especificos contra los receptores de raton cn alguna especie animal como rata, cobayo, concjo o
himster. De igual forma, cs necesario obtener un anticuerpo secundario contra la 1gG  del
organismo en que s¢ desarrolle ¢l ab. primario que si bicn puede ser policlonal, reconozca
exclusivamente IgG. A los anticucrpos contra los receptores Fc asf como al secundario s
les debe tratar con papaina o pepsina para climinar su region Fe y de esta forma evitar la
reaccion inespecifica.
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Se recomicnda también ¢l cmpleo de un sistema de FACS (Fluorescein Activated
Cell Sorter) para registrar  lafl ia cn forma itativa y no sblo cualitativa. Se
recomicnda este sistema en lugar de un citdémetro de flujo ya que, gracias a su capacidad de
separar las células fluorescentes de las que no lo son, nos permitirfa purificar las poblaciones con
las que se desarrollarin nucstros experimentos, evitando posibles interferencias y alteraci
de los resultados debidas a los otros tipos celulares.

CONCLUSIONES

Los receptores inducidos por IL-1B en los macréfagos residentes de la cavidad
peritoncal de ratdn son resistentes y se vuclven mas afines a la formacién de rosctas después
del tratamiento con tripsina, lo que hace suponer que se trata de FeyRIl, aunque no se descarta
la posibitidad de que ésta molécula induzea al FeyRI considerando Ja afinidad por las IgG
monomericas.

Los anticucrpos monoclonales contra FeyR de humano  no presentan reactividad con
los FcyR de ratdn,

El imi que sc p sobre cdlulas. tratadas con IL-1p se dcbe a unma
reaccion cspecifica del ab dario con alguna molécula que es inducida por Ia IL-If y
que muy probablemente cs ¢l FeyRIE ya que la fluorescencia no se  presenta sobre células tratadas
con IFNy, que induce FeyRI y IIL

Las cvidencias presentadas parecen indicar que IL-1 induce un receptor para Fe difcrente
a los inducidos por IFNyy que podria tratarse del FeyRIL
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Apéndice 1
Solucién Amortiguadora de Fosfatos

(PBS)

En1lde agua bidestilada, so disuclven los b
COMPUESTO CONCENTRACION

@

Cloruro de Sodio 8.00

Fosfato de Sodio Monobisico 216

Fosfato de Patasio 0.20

Cloruro de Potasio 0.20

Una vez disucltas las sales s¢ ajusta ¢l pH a 7.2 con Acido Clorhidrico y se csteriliza la

lucion por medio de fave por 20 minutos a 20 Ib de presién. Esta solucidn se emplea

para mantenier las células durante periodos breves de tiempo asf como para los lavados dc la
cavidad peritoncal d¢ ratén

Apéndice 2
PREPARACION DEL MEDIO DE
CULTIVO RPMI-1640

Se mide un 90% del volumen final requerido de agua destilada y desionizada y se coloca en
un recipiente de tamafio lo mis cercano posible a la moedida del volumen final a preparar, La
temperatura del agua debe ser de 15-200 °C.  Bajo agitacion lenta y se adiciona ¢l
RPMI-1640 (RPMI-1640 MEDIUM, Sigma Chem. U.S.A) hasta su disolucién, no debe aplicarse
calor al agua. Con un volumen menor al 5% del total de agua s¢ enjuaga el pagucte que contenga el
Medio en polvo para rcmover cualquier traza de este que hubicra quedado adherido y s adiciona
al recipicatc.

A la solucién obtenida se le adici 2.0g de Bicarbonato dc Sodio 0 26.7 ml de solucién
de Bwarbonato de Sodm al 75% por cada litro de volumen fmal de Medio a prepararse. El medio en
sup ienc ya el aminodcido L-gl sin emb ¢l cultivo de células

jere de una mayor i6n del mismo. Por tal motivo, en esta ctapa de la preparacién
scad:cxonabgluta:mna(Sngmn,Chun US.A) cn uma i6n 2mM. La agitacidn es ntil
para la total disolucién dc estos

Se ajusta a solucién a pH 7.2 7 4220 °C usando para cste fin Hidroxido de Sodio. Se

para letar ¢ vol final y se esteriliza la
lucién filtrandola con b dcporoch.22m.

n



COMPOSICION DEL RPMI-1640

Sales Inorgénicas Concentracion
)]
Nitrato de Calcio 4H:0 0.100
Sulfato de Magncsio anhidro 0.04884
Cloruro de Sodio 6.0
Fosfato Dibasico de Sodio anhidro 038
Aminoacidos
L-arginina 0.2
L-asparagina 0.050
L-4cido aspartico 0.20
L~cistina 2HC! 0.0652
L-4cido glutimico 0.02
L-glutamina 0.300
Glicina 0.10
L-histidina 0.015
L-hidroxiprolina 0.020
L-isoleucinas 0.050
L-leucina 0.050
L-lisina HCI 0.040
L-metionina 0015
L-fenilalanina 0.015
L-prolina 0.020
L-serina 0.030
L-treonina 0.020
Letriptofano 0.005
L-tirosina 0.02883
Levalina 0.020
Vitaminas
D-biotina 0.0002
Cloruro de Colina 0.003
Acido Félico . 0.001
Myo-Inosito! 0.035
Niacinamida 0.001
Acido-p-Amino Benzoico 0.001
Acido-D-Pantoténico 0.00025
Piridoxina HC1 0.001

Riboflavina 0.0002
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Tiamina HCI 0.001

Vitamina B-12 0.000005

Otros

D-Glucosa 2.00

Glutation reducido 0.001

HEPES 5.958

Rojo Fenol 0.0053
Apéndice 3

Solucién de Alsever

En un litro de agua destilada se disuclven los
Dextrosa 20508
Citrato dc Sodio Dihidratado 8.00g
Acido Chtrico Monohidratado 0.55g
Cloruro de Sodio 420g

" 2

Los ivos se lven con
autoclave guardindose hasta su uso.

Esta soluci6n sc usa para mantencr Jos eritrocitos de camero en condiciones cstables por 5
semanas a una temperatura de 4°C. La formula descrita es una modificacién de la férmula original
de Alsever.

cl pH se ajusta a 6.1 y se csteriliza Ia solucion en

Apéndice 4
Solucién de Tripsina en PBS

En 100 mi dc PBS sc disuclven 0.006 g de Tripsina tipo 1l porcina (Sigma Chem., USA)
con agitacion constante. Una vez disuclta la tripsina, la solucxén se esteriliza mediante filtracién con
ayuda de membrana millipore de 22 m. Para evitar su i6n, ya que las soluci pierden
ct 75% de su actividad a las 3 hrs, la enzima se prepara en ¢l momento de uso. Sélo se pueden
preparar soluciones un poco mas cstables si en cl solventc se afiade gelatina parcialmente
hidrolizada.

En el orgamsmo la Tnpsxm se forma por la accién de la i sobre el p

°

como Trip La cnzima una vez madura pesa 24 kD hidroliza o
enlaces peptidicos donde participan lisina y/o arginina aunque también cs capaz de hidrolizar
&Ssteres y amidas. Su p! dptimo se encuentraentre 7y 9.

Fuente: Index Merck (1983). 10a, The Merck Co. USA. pag. 1398.
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Apéndice 5
SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS PARA INMUNOFLUORESCENCIA

PBSI
En 11de agua bidestilada, se disuclven las sigui b
COMPUESTO CONCENTRACION
Cloruro de Sodio 8.50
Fosfato de Sodio Monobasico 8.00
Fosfato de Sodio Dibisico 42,00

Una vez disucltas las substancias, se ajusta ¢l pH a 7.35 con Acido Clorhidrico ¢ Hidréxido
de Sodio y se esteriliza la solucién por medio de autoclave por 20 minutos a 20 ib dc presién.
Esta solucién sc cmplea para los lavados de las células durante cl desarrolio de la técnica de
Inmunofluorescencia.
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