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RESUMEN 

Intcrlcucina 1 (IL·l) es una molécula glicoprotéica con una gran cantidad de efectos, que 
comparten el común denominador de ser integrantes de la respuesta inflamatoria ante un reto 
antigénico. Una de las propiedades más importantes de la Intcrlcucina 1 es su capacidad de inducir 
receptores para la porción Fe do la lrununoglobulina G (FcyR) en células do tipo macrofágioo. Esta 
capacidad de inducción reviste interés debido a que es a través de estos receptores que se enlazan 
las ramas humoral y c.clular del sistema inmune, lo cual a su vez desemboca en una mejor 
capacidad de defensa contra agentes infecciosos. A la fecha se han descrito 3 diferentes tipos de 
FcyR distinguibles en base a sus afinidades por las diferentes subclases de irununoglobullna, su 
resistencia al tratamiento con tripsina y en el humano, en base también a su rcactividad con 
anticuerpos monoclonales cspcclficos. 

Sin embargo, en los estudios doude se ha observado la capacidad inductora de FcyR por 
parte de IL·l en macrófagos de ratón, no se han detcnninado las propiedades mencionadas de los 
receptores inducidos por ella y por lo tanto no se pueden hacer conjeturas cerca del receptor o 
rcc.cptorcs inducidos por esta molécula. 

Do esta forma. en el prr,scnto trabajo se dctcnninaron las características de los receptores 
Fe inducidos por IL-1 en macrófugos residentes de la cavidad peritoocal de ratón. Para ello, las 
células se cultivaron durante 2 días en presencia del factor para postcrionncntc desarrollar 
ensayos de formación de rosetas con o sin tratamiento previo con suero de ratón. ensayos de 
fonnación de rosetas después de tratamiento con tripsina y ensayos de irununotluorcsccncia 
indirecta. 

Los rcsulbdos indicaron que los receptores inducidos por IL. l son bloqueados por 
inmunoglobulinas del suero de ratón, aumentan su afinidad. mediante el tratamiento con tripsina 
y aunque no presentaron rcactividad con los anticuerpos contra los FcyR humanos del ensayo 
de inmunoflUorcscenci~ fueron reconocidos por el anticuerpo conua inmunoglobulinas de ratón. 

Esto nos conduce a pensar que IL-1 induce FcyR de tipo U, aunque no se puede 
descartar la posibilidad de que induzca a lns otros FcyR. 



INTRODUCCION 

La mayor parte de los procesos que se desarrollan en nuestro organismo son regulados 
por moléculas sintetizadas en órganos espcclficos denominados honnonas o por fuctorcs de 
naturaleza proteica sintetizados por células cspccialii.adas conocidos como citocinas (1). Una de 
las cilocinas más importantes es conocida como lntcrleucina 1. 

La Interlcucina 1 (IL-1) es uro glicoprotelna con un peso molecular de 17 kilodaltons 
(kD) de la cual se presentan 2 fonnas que difieren en su punto isoleléctrico (pi). La IL-1~ 

posee un pi de 51 mientras que ta. IL-la. tiene pi de 7. A pesar de la diferencia en sus pi, ambas 
formas de IL'l son capaces.de generar los mismos efoctns en diferentes células del organismo n 
través de la interacción con receptores específicos. A la fecha son más de 50 efectos los que so 
le han atribuido a IL·l y que incluyen procesos inflamatorios. inmunológicos, metabólicos y 
hcrnatopoyéticos. (2) 

En el laboratorio de Diferenciación Celular y Cáncer de la Facultad de Estudios Zaragoza 
se han desarrollado estudios con esta molécula acerca de su propiedad de inducir la expresión de 
receptores para la porción Fe de la Inmunoglobulina G (FcyR) en células nonnalcs y lcucémicas de 
ratón y humano (3, 4). Se ha centrado la atención en los· FcyR ya que estas moléculas son el 
enlace entre las ramas humoral y celular de la respuesta inmune. A tiavés de la interacción de las 
lnmunoglobulinas con los Fc-tR se desencadenan respuestas como fagocitosis, citotoxicidad 
celular dependiente de anticuerpos y liberación de citoeinas (5). Los estudios realizados a la fecha 
han demostrado que IL-1 es capaz de incrementar la expresión de los FcyR en las células de tipo 
monocito-macrófago, tanto de ratón y hu.'llano, normales y leucémicas en forma similar a como lo 
hace otra molécula que ha sido conocida por poseer esta propiedad desde hace algún tiempo, el 
!nterferón Gamma (lFNy) (5). Sin embargo, no se ha podido detenninar que tipo de receptor 
Fe es el inducido por IL-1 en los macrófagos de ratón considerando características como blcx¡uoo 
por inmunoglobulinas séricas, resistencia a tratamiento con tripsina y posible reconocimiento 
mediante anticuerpos monoclonales contra los receptores humanos. A la fecha se han reportado 
3 tipos diferentes de FqR tanto en ratón como humano que han sido denominados como fcyRI a 
III. Se ha reportado también que IFNy es capaz de inducir los receptores tipo 1 y 111 mientras 
quo IL-1 induce los receptores tipo 1 y 11 (6, 7). aunque en las investigaciones con IL-1 para 
poder observar su efecto inductor se ha tenido que combinar con otras moléculas, por Jo que 
el efecto observado no es claramente atribuible a ella. 

De esta forma en la presente investigación se dctcnninaron las características de bloqueo 
por inmunoglobulinas séricas, resistencia a tripsina y posible reconocimiento por anticuerpos 
monoclonales contra FcyR humanos de los receptores Fe inducidos por IL-1 en macrófagos 
residentes de la cavidad peritoneal de ratón. 

Los resultados indicaron que los receptores inducidos por IL-1 son bloqueados por 
inmunoglobulinas del suero de ratón. aumentan su afinidad mediante el tratamiento con tripsina y 
son reconocidos por un anticuerpo fluorcsccinado contra inmunoglobulinas de ratón. 

Nuestras evidencias parecen indicar que IL-1 induce receptores para Fe tipo Il de un tipo 
muy particular, aunque para confimiar esta hipótesis es necesario empicar otras técnicas en su 
estudio. 



MARCO TEORICO 

CITOCINAS 

Las citocinas son glicoprotcfnas cxtracclularcs secretadas por células csi>cclficas 
(efectoras), cada una producto de un gen particular aunque puede haber algunas de ellas 
estrechamente relacionadas (1). Las citocinas se caracterizan por tener 1a habilidad de modificar 
el comportamiento de las células vecinas (acción panlcrina) o el propio (acción autócrína). Estas 
moléculas son importantes mediadores del desarrollo, función y control del sistema irununc y otros 
sistemas di:sarrollando sus efectos a bajas concentraciones (8). No recorren grandes distancias 
para ejercer su función, esto las distingue de las hormonas y provoca que sean dificilcs de 
detectar en el plasma. Su íUllplio espectro de acción hace pensar que han sido conservadas durante 
et camino crnlutivo. Ejemplos de ello son la lntcrlcucina l (IL·l) y d Factor de Necrosis 
Tumoral (TNF) (9). 

Entre los efectos biológicos mas importantes que controlan las citocinas está el de 
promover o inhibir proliferación, la quimiotaxis, inducción de cambios morfológicos y 
fisiológicos en las células. El efecto depende del tipo celular en el que actúen y de la participación 
de una o varias citocinas. La modulación puede darse por citocinas secretadas o adheridas 
a membrana celular. 

Algunas citocinas sólo provocan que las células pasen del cstade de GO del ciclo celular 
a la sintc:iis de DNA y los primeros estados de la mitosis, pero soo incapa.ccs de hacer que la cClula 
complete su ciclo (factores de competencia). Otros factores se encargan de completar el ciclo 
celular (factores de progresión). Algunas de las citocinas más importantes se lis'.an en el cuadro 1 
(8). 

Factor de Células Tallo (SCF) 
Factor de Crccinúento de Nervios (NGF) 
Factor de Crccinúento Derivado de Plaquetas (PDGF) 
Factor de Crccinúento Epidermal (EGF) 
Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF) 
Factor de Crecinúcnto Transformante Beta (TGF-a) 
Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNFa) 
Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos (G-CSF) 
Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos-Macrófagos (GM-CSF) 
Factor Estimulador de Colonias de Macrófagos (M-CSF) 
Intcñcrón Ganuna (IFNy) 
lnterleucina 1 (IL-1) 
Intcrlcucina 2 (IL-2) 
lntcrlcucina 3 (IL-3) 
lnterleucina 4 (IL-4) 
Intcrlcucina 6 (IL-6) 

Cuadro 1, Algunas de las citocinas más importantes. Las siglas provienen de sus nombres en inglés. 



Las citocinas activan a las células a través de receptores cspecificos presentes en 
números reducidos. Los receptores son glicoprotelnas con dominios extra. trans e 
intracelulares acoplados a una o más rutas de scilalización. 

La clonación de los DNA para los n:cepton:s ha permitido dividirlos en 3 familias: 
La familia de los r=ptores de factores de crecimiento hcmatopoyético, HGFR del 

Inglés Hcmatopoictic Growth Factor Rcccptors. Comprende a los receptores para las intcrlcucirw 
3, S, 6, 7 y el GM.CSF. Esta familia se caracteriza porque sus receptores enlazan sólo una 
protcl~ aunque algunos de ellos requieren de la asociación con otra protclna para aumentar la 
afinidad y esta subunidad puede ser compartida. por ejemplo, la subunidad a de Jos receptores de 
IL-3 y GM-CSF enlaza con baja afinidad a estas moléculas y es especifica para cada uno, 
mientras que la subunidad p que es compartida por ellos no puede unirlos pero es indispensable 
para conferir alta afinidad al receptor cuando se integra con la subunidad a (10). Los receptores 
poseen cistclnas en el dominio cxtracelular y una secuencia de 5 aminoácidos constituida por 
Trip-Scr-X-Trip-Scr próxima al dominio transmcmbranal. Presentan similaridades en el dominio 
extracclular. pero diferencias en el citoplásmico. Carecen de actividad cinasa, se piensa que 
alguna proteína asociada es la encargada de la actividad ·cnzim:itica. Por lo general presentan 
formas de alta y baja afinidad (11). 

El grupo de los r=ptorcs para el Factor de Necrosis Tumoral, TNFR del inglés 
Tumor Necrosis Factor Receptora, que comprende a los receptores para TNF y NGF. Muestran 
cadenas de enlace múltiple y ligan múltiples ligandos. Tienen 3 ó 4 arreglos de cisteina conservados 
de 40 aminoácidos (a.a). Al parecer estos r=ptorcs presenta varios sitios de enlace (11). 

La familia del super gen de la inmunoglobulina donde se encuentran los receptores de la 
Interleucina I, el antagonista de receptor de IL-1 y el rcceptor de M-CSF. Poseen dominios 
cxtraccJulan..'S similares a la JgG. Pueden presentar constitución hctcrogCnca al estar integrados por 
2 cadenas diferentes, algunos de ellos son identificados corno proto-oncogcncs y una mutación en 
ellos los convierte en oncogeocs, al tiempo que produce actividad tirosina cinasa ininterrumpida (8). 

Cabe scilalar que dentro de cada fumilia se encuentran también receptores para moléculas 
no consideradas too10 citocinas y que los r=ptores para la lnterleucina 2 (IL-2r) y el lnteñerón 
Gama (IFNyr) no pertenecen a ninguna de las familias (8). 

De entre todas bs citocinas, merecen mención aparte aquellos factores que controlan el 
crecimiento hcmatopoyético y que compn:ndcn al grupo conocido como HGF's del inglés 
Hematopoictic Growth Factors. A continuación se describen algunas de las caractcrfstica.c; de 
ellos. 

LA BEMATOPOYESIS Y LOS BGFS 

Las células sanguincas son muy especializadas y a excepción de algunos linfocitos y 
macrófagos, no permanecen mucho tiempo en circulación, por lo que se tienen que reemplazar a 
partir de sus progenitores de la médula ósea (12). 

La médula ósea es capaz de producir alrededor de 4 x !011 células cada hora en 
condiciones nonnales, e incrementar hasta en un factor de 10 el número cuando se presentan 
infecciones o sangrados (13, 14). La integridad del sistema es mantenida por una población 
relativamente pcqueila de progenitores denominados células tallo que bien pueden 
autorrcnovarsc pcnnancci~ indiferenciadas o proseguir su diferenciación y desarrollo, 
disminuyendo asl su potencial prolifcrativo. La capacidad autoproliferativa de las células tallo 
garantiza que su número se mantenga durante toda la vida (14). 

El proceso de formación, proliferación y diferenciación de células sangulncas a partir de 
un progenitor denominado célula tallo totipotencial es conocido como HEMATOPOYESIS 
(Figura 1). La existenciade las células tallo fue intuida porTill y McCulloghen 1961 (IS) 
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FIGURA l. Un esquema de la hematopoycsis. La fomiación de las celulas sanguíneas del 
organismo comi= coo la célula tallo (madre) localizada en la médula ósea. Sobre ella actúan los 
factores estimuladores de colonias y las intcrlcucinas en una manera coordinada, lo cual provoca los 
cambios morfológicos y fisiológicos que generan las poblaciones celulares maduras. El proceso 
debe ser controlado pcrfcct:imentc, su alteración podrla cooducir a graves patologias como 
leucemias. 

Este esquema se encuentra muy simplificado. 
Abreviaturas: IL: lnterleucina 1 n S, .CSF: Factores Estimuladores de Colonias, GM de 

Granulocitos Macrófugos, G de Granulocitos y M de Macrófügos. Epa, Eritropoyctina. 
BFU·E: Unidad Fonnadora de Colonias de Eritrocitos de rápida prolifuración. CFU-Unidad 
Fommdora de Colonias: GEMM de Granulocitos, Eritrocitos, Megacariocitos y Macrófugos, Eo de 
Eosinófilos , GM de Granulocitos Macrófugos, MEG de Mcgacariocilos, E de Eritrocitos. &so: 
Basófilos, Neo: Nculrófilos, Eos: Eosinófilos. 
Figura tomada de referencia 98 coo modificaciones 

gracias a sus experimentos coo ratones irradiados en los que se inyectaba médula ósea y se 
observaba fonnacióo de colonias en su bam, las c'FU-S (del inglés Colony Fonning Units 
Splcen) capaces de recoostiluir las poblaciones de células sansulncas. 

Otros c.xpcrimcnlos importantes que demuestran la existencia de las células bllo son los 
cultivos In vi/ro desarrollados por Mctcalfcn 1988 (16). doode las células de médula ósea eran 
cultivadas sobre una matriz en presatcia de Jos cstimulos apropiados originando colonias de 



progenitores mi'(tos. En estos estudios se resalla también la importancia de los factores de 
crecimiento hcmatopoyético y de aJgunas intcrleucinas, que favorccian el crecimiento de 
ciertos linajes en particular, pcnniticndo responder a las preguntas acerca de ¿cómo se da la 
fonnación de ciertas células'! ¿es un proceso dctcnninado por el microambicntc o completamente 
aleatorio?. 

McCullogh y Till (1 S) proponlan que el comprometimiento de los progenitores hacia 
algún linaje celular en particular era un proceso alcatori(l, mientras que Curry y Trcntin (17) 
proponían que es en respuesta al ambiente. 

Al evaluar la actividad de los diferentes HGFs por scpilrado se dctenninó que bajo cierto 
estimulo, las células de la médula ósea mantenían un patrón de diferenciación y 
autorrcnovación específico y que, al cambiar l3S condiciones. los progenitores podían perder su 
capacidad de autorrcnovarsc. De esta forma, quedaba demostrado que la respuesta de las 
células estaba principalmente en función de los factores presentes y de sus concentraciones. 
Sin embargo, la proliferación y diferenciación celular también es regulada por la matriz 
extra.celular (colágenas de tipo 1, IV, glicosaminglicanos, fibroncctina, laminina) y el estroma 
(constituido por fibroblastos, endotelio, macrófagos y l3S células tallo). Estos componentes 
desempeñan un papel importante. ya que poseen la c.1pacidad de "secuestrar" a los HGF's 
controlando de esta fonna su efecto, creando además, nichos discretos para las células !allo en 
los que tiene lugar la proliferación y diferenciación, fenómenos que ocurren uno a expensas 
del otro gracias a la presentación de faotorcs que realizan la matriz y el estroma (12, 14, 18). 

A diferencia de otros factores de crecimiento como EGF, PDGF, FGF y NGF, los 
HGFs son indispensables para la sobrcvivcncia de las células sobre las que actúan (12. 14, 19). 

En base a la acción biológica de los HGFs sobre las poblaciones de células 
hanatopoyéticas en un inicio se habían establecido 5 diferentes compartimentos celulares (19). 
1) Células tallo autorrenovablcs 
2) Células comprometidas a cierto linaje celular 
3) Compartimentos de proliferación de linajes especificas 
4) Compartimentos de diferenciación de las células sanguíneas 
5) Compartimentos de activación para funciones efectoras. 

Sin cn1bargo, al avanzar los estudios y observarse que participaban otros elementos 
en la hematopoycsis se modificaron los compartimentos en cuanto a sus elementos, aunque se 
siguen considerando sólo S (18). 
1) Microambiente entre células y factores. 
2) Células ta.Jlo autorrcnovablcs y capaces de generar todos los linajes. 
3) Células progenitoras ya comprometidas con algún linaje en particular, las denominadas 
unidades fonmadoras de colonias (CFU del inglés Colony Fonming Units). 
4) Células en el último periodo de división. maduras ya en circulación o en los tejidos. 
5) Células accesorias capaces de secretar estimuladores o inhibidores y comprenden 
linfocitos T, NK, linfocitos granulares grandes, linfocitos B, macrófagos, epitelios y fibroblastos. 

En ambos sistemas se señala que los HGFs pueden ser restringidos en sus efectos a 
un sólo compartimento o participar en varios de ellos. 

Porsu modo de acción, los HGF's se pueden dividir en 2 grandes grupos: 
CSF's del inglés Colony Stimulating Factors de los que se han descrito 4 a la fecha y son 

GM-CSF, Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos·Macrófagos, G-CSF, Factor 
Estimulador de Colonias de Granulocitos, M.CSF, Factor Estimulador de Colonias de 
Macrófagos e IL-3, Factor Estimulador de Colonias Multilinaje o Intcrlcucina 3. En este grupo 
también se incluye a la molécula conocida como Eritropoyctiro (Epo) y que se caracteriza 
por promover la proliferación de las células hcmatopoyéticas de linaje critroidc. 

Las Intcrleucinas de las que se han reportado a la fecha 12 diferentes y para cuya 



designación han sido numeradas de la 1 a la 12, no sólo presentan efeclos proliferativos, sino 
también diferenciadores y de activación en las células sobre las que actúan. 

Una diferencia mA.s entre ambos grupos es que las intcrlcucinas son secretadas 
por lo general por macrófügos y linfocitos. mientras que los CSFs son producidos 
principalmente por células "no flcmatopoyética.'i" como células cndotcliales o fibroblásticas (20). 

Los cDNA's para los 4 CSFs ya se hablan obtenido para 1988, estas formas 
rccombinanlcs a pesar de carecer de Jos azUcarcs presentaron efectos en los ensayos in vilro 
(excepto la Epo) aún cuando se emplearon dosis de nanogramos. El obtener grandes 
cantidades de las moléculas rccombinantcs permitió crear anticuerpos cspccificos para cada 
una de ellas y de ésta fo1rna determinar efectos particulares, asl como también detectar y 
cuantificar los niveles de sus receptores y descubrir que éstoo se encontraban presentes aun en 
células que en primera instancia no parecen relacionadas con el sistema hcmatopoyético (21). 

A continuación se mencionan algunas características de los 4 CSFs. 
Multi-CSF 6 IL-3: Factor Estimulador de Colonias Multilinaje o lntcrleucina 3. El peso 

de b proteína oscila entre 14 y 30 kD (Kilcxfaltons) según el nivel de glicosilación que presente. 
Fue posible caracterizar sus efectos gracias a su secreción por la línea mielomonocitica 

de ratón WEHl-38, de cuyo medio condicionado (MC) se le purificó (13). IL-3 adcn>.ás de ser 
producida por la linea WEHI es producida por los Iinfocilos T (12). 

Es el factor de rango de acción más amplio ya que actúa sobre prácticamente todos los 
progenitores de Ja línea micloide primitivos o ya comprometidos hacia cierto linaje. aunque es 
incapaz de llevarlos a su madurez completa, por lo que se le debe considerar un factor de 
competencia (20). El gen que codifica para IL-3 está muy cerca del gen de GM-CSF en 5q23.3 I, 
por lo que se piensa que tienen un origen común a partir de un gen que sufrió duplicaciOO (13). 

La IL-3 tiene actividad especie especifica, su homologia entre hombn: y ratón es de 
29% a nivel de a.a., pero se incrementa a nivel de DNA hasta 45o/o, donde una región del lado 31 

es 59% homóloga entre ambos. Se cree que esta región está implicada en la regulación de la 
transcripción (13). 

El receptor para IL-3 está compuesto pcr 2 subunidadcs, la subunidad fl que le confiere 
aira afinidad es de 135 kD y es compartida con IL-5 y GM-CSF dándose competencia por 
ella (22). IL-3 es uno de los factores de más rápida acción junio con GM-CSF (23) y entre sus 
efectos se encuentran: 

Promover la sobrcvivcncia y protifcración de todos los progaiitores de origen 
mieloidc, pero t:!mbién act1b sobre ~inófilos madllfos para incn:meolar su citoto..Ucidad 
celular dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis por complemento, producción de anión 
superóxido y metabolismo, asi C0010 en macrófagos para ejercer respuesta cilOIÓxica t!I vez 
por secreción de lNF. En ratón siner¡¡iza con GM-CSF y M-CSF en la fonmación de colonias, 
provoca espleoom:galia (13). 

IL-3 induce rcecptorcs para GM-CSF de aira afinidad, reduce los rcecplon:s de los otros 
CSFs en médula ósea de ratón. (24). 

Dado su amplio espectro de acción es uno de los más fuertes candidatos para empicarse 
en diferentes padccinúl.'tllos hematopoyéticos, transplantc de médula ósea y recuperación de 
pacientes con radio o quimioterapia ya sea sola o combinada con otros factores ya que sinergiza 
con varios de ellos, excepto con GM-CSF ya que esta molécula la inhibe t!I vez por la 
competencia por la subunidad del rcecptor que comparten (23). A este respecto se debe considerar 
que IL-3 también se autorregula negativamente. 

Acerca de su mecanismo de acción, para IL-3 y GM-CSF se ha obsavado que sus 
efectos son dependientes de ATP, y que si se suministra ATP CKógalo las respuestas son 
similares a las provocados por IL-3 ( 19). 

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



purificado a partir del MC de la linea linfoblástica MoT, aunque también es producido por 
linfocitos T activados, endotelio, fibroblastos y monocitos (12, 13). El peso molecular reportado 
para la proteina de GM.CSF es de 35 ó 22 kD dependiendo de su glicosilación. Se piensa que 
sus azUcarcs al igual que en otros factores ayu~ a que se absorba y distnbuya en tejido, aunque 
se ha observado que formas menos glicosiladas parecen ser más activas (25). 

El DNA para esta molécula fue obtenido de las células Mo. La localización cromosómica 
del gen es la banda 5q23-31, muy próximo al de IL-3 (13, 25). La homologia entre la proteína 
humana y la de ratón a nivel de a.a. es de 60%. 

Por otra parte, se ha reportado que presenta un receptor de 2 cadenas, una de las cuales 
es codificada por el gen AIC2B y compartida con IL-3 e IL-5. La expresión de esta subunidad 
está controlada por el propio GM.CSF y el M.CSF (24). 

GM-CSF presenta varios blancos y entre sus efectos se encuentran: 
Generar colonias de macrófagos a bajas concentraciones y de granulocitos a altas (23). 

In vivo presenta un efecto similar (26). Por otro lado, puede sinergizar con factores como 
M.CSF, G.CSF, IL-1 e IL-3 en la formación de colonias. 

El GM-CSF sostiene la viabilidad y proliferación de colonias multilinajc o de linaje mis 
restringido, incrcmaita la capacidad microbicida y tumoricida de granulocitos y monocitos, 
participa en la secreción de TNF, IL-1 M-CSF. Inhibe migración de neutrófilos tal vez porque 
incrementa los niveles de la protclna Mol (proteína adherente para granulocitos), induce al receptor 
para la fracción C3b del complcmcnlo, aumenta la ADCC y la muerte celular mediada por el 
complemento (el aumento de la citotoxicida.d contra diversos blancos parece mediado a través de la 
producción de TNF), hace responsivos a los ncutrófilos contra algunos productos químicos y 
promueve Ja secreción de anión su peróxido ( 13, 25). 

Por olla parte, induce la síntesis de G.CSF y TNF en los macrófagos (26), induce la 
producción de mRNA para las 2 formas de IL-1 y de M.CSF (las protclnas para IL-1~ y M.CSF 
se detectan a los 2 días mientras que para IL-la hasta los 3 días). GM.CSF reduce los niveles 
de receptores para G.CSF y M.CSF (24). 

El GM.CSF sobre endotelios presenta efecto dosis dependiente en la proliferación y 
migración de estas células a través de un gradiente de concentraciones por lo que tal vez tiene un 
papel en el proceso de cicatrización de heridas. En estas mismas células presenta un incremento 
en la expresión del prot<Hmcogene e-íos (27). 

En sus efectos parece no alU:rar el flujo de caldo ni 1:1 actividad de proteína cinasa C. 
GM-CSF es inhibido por si mismo y por lL-3 (13). GM-CSF e IL-3 parecen presentar fonnas 
ancladas a m.:mbrana. se piensa que tal vez éstas presentan diferente actividad respecto a las 
fozrnas secretadas (25). 

El GM.CSF es detectado In vivo (12) y se le está empleando en tratamiento de sindromcs 
mielodisplásicos, en transplante de médula ósea y en la recuperación de pacientes que han 
sido tratados con quimio o radioterapia (25). 

G-CSF: Factor estimulador de Colonias de Granulocitos. El G.CSF fue purificado del 
MC de la linea fibroblástica 5637, mientras que su cDNA de un carcinoma de células cscrunosas 
(CHU-2) y la propia 5637 donde por ser 9 nuclcótidos menor, codifica para 3 a.a. menos. Pesa de 
18 a 22 kD y es el único factor O glicosilado. No es especie especifico, presenta 69% de 
homología entre ratón y humano en la secuencia de a.a ( 13, 28). 

El gen de la proteína humana se encuentra en c1 cromosoma 17 en las bandas qll.2 a 
2.1, mientras que el gen que codifica para su receptor se encuentra en lp32·33. El gen para este 
receptor transcribe 4 formas diferentes de mRNA, uno de ellos genera un receptor en forma 
soluble (29). Los receptores para G.CSF están presentes en neutrófilos, monocitos, células de 
médula ósea, leucemias micloidcs, endotelio, trofoblastos (30). En el ratón sus receptores se 



incrementan confonnc la célula madura. lo opuesto ocurre en el humano por lo que se piensa que 
la acción de este factor puede ser diferente entre ambos organismos (28). 

El G-CSF presenta 800 receptores en macrófagos y en cndo!clios 233-479 (19, 27). 
La fijación del G-CSF al receptor pennite la intcmalización, degradación y liberación al medio de 
esta molécula (30). 

Este factor es prcxlucido por linfocitos T activados, monocitos, células astroglialcs 
(29) endotelios y fibroblastos (12) en respuesta a lNF, IL-1, IL-4, endotoxina y bacterias (13, 
26). 

Por otra parte, sus acciones son inhibidas por TNFa, lL-3 y GM-CSF que reducen sus 
receptores (23, 30). Asimismo se presenta una desaparición de receptores transitoria cuando se 
emplean M y GM..CSF y su recuperación es inhibida por cicloheximida (30). 

Entre los efectos del G-CSF se hallan: incrementar la fagocitosis por complemento 
pero sólo en neutrófilos, potenciar la sobrcvivencia y funciones de estas células e incrementar 
sus formas inmaduras en circulación (26). Reduce los receptores de GM-CSF y M-CSF pero 
sólo t.11 alta concentración (24). Es quimiotáctico de monocitos. Diferencia las líneas HL-60 y 
WEHl3D, ayuda a la diferenciación de la linea U-937 por GM-CSF In vilro (13, 27, 29, 30). IL-4 
e IL-1 sincrgiz.an con él para la formación de colonias de granulocitos macrófagos en humano 
(26). Induce la migración y proliferación de endotelio. El que se produzca este fuctor en médula 
ósea junto con M-CSF por los endotelios y fibroblastos sugiere un papel autócrino en la 
regulación de la proliferación de estas células (27). 

Se le emptca en síndromes miclodisplásicos, recuperación de quimioterapia, transplante 
de médula ósea as[ como en diferenciación de leucemias mieloick.-s agudas de humano (27, 29). 

M-CSF: Factor Estimulador de Colonias de Macrófagos. El M-CSF es el factor de mayor 
peso molecular. La protcina activa es un homodimcro de 70 a 90 kD constituido de 2 cadenas de 
45 kD. Los monómcros no sen activos (21). Presenta un dominio hidrofóbico que le permite 
anclarse a la membrana celular, mientras que la fonna secretada se da por hidrólisis de esta 

secuencia. El M-CSF es el más ccmplcjo de los CSFs. Su complejidad se da a todos niveles, 
desde DNA hasta la protelna (13). El factor humano fue purificado en 1984, su gen tiene 10 
cxoncs, una longitud de 21 Kb y se localiza en el cromosoma 5q33.l. Solo existe una copia del 
gen que produce varios mRNA por mecanismos de maduración distintos. Las porciones amino 
terminales en ratón y humano hacen pensar gracias a su similitud que son importantes en la 
actividad (31). La ciclobcximida inhibe la producción de la proteína, pero estabiliza su mRNA que 
parece incs1'1blc debido a pares AU de su región 3'. De esta forma, con una protclna lábil y estas 
secuencias en su mRNA ta regulación de M...CSF parece darse a nivel trans y 
posttranscripeional (31 ). 

El M-CSF es el factor que se ha asociado más con padecimientos leucémicos 
debido a que su n:cq>tor de 165 kD es codificado por el protooncogene c-fins que también se 
loc.aliz.a en el cromosoma 5 (32). En los macrófagos maduros c1 receptor para este factor se 
intemaliza y recicla at 15 minutos, en formas inmaduras tarda más. El receptor presenta 
actividad tirosina cinasa (28). El número de receptores para éste factor es muy bajo tanto en 
células en circulación como en progenitores mieloides. 

Los transcritos de M-CSF se producen en hígado, placenta, fibroblastos, epitelios as! 
como en algunos carcinomas de píincrcas en humano. En ratón se ha dctcctruio también en 
pulmón, cerebro, cor:wln, bazo y útero (31, 32). 

El M-CSF es producido por fibroblastos y endotelios constitutivamente y en 
respuesta a IL-1, lNF e IFNy, mientras que JL-4 lo induce en fibroblastos. Su producción por 
monocitos y linfocitos Tes en respuesta a diferentes estimulas, (12, 13, 25, 26), Sus efectos 
son controlados también por diferentes mecanismos. por ejemplo; la inducción de síntesis de 
DNA inducida por este fuctor es inhibida por IFNy, TNF<I e IL-4 (33). Los 4 CSF's reducen el 



enlace del M-CSF a su receptor (23). 
Cuando el M·CSF estimula a los macrófagos, promueve la producción de lL-1 y 

TNF por estas células, potencia su ADCC y mantiene sus niveles de producción de anión 
supcróxido durante todos los dlas de cultivo (13, 34). 

M-CSF sincrgiza con IL-1 en la fonnación de colonias (26), baja los receptores de 
GM-CSF y M-CSF pero sólo C'!l alta concentración (24). Por otra parte, induce la expresión 
de la subunidad de receptor compartida por IL-3 y GM-CSF (24). Induce secreción de IFNy 
(31). El M-CSF humano actúa débilmente para la proliferación de células ya avanzadas en su 
diferenciación, mientras que el efecto es mejor en células de ratón (33). También se Je emplea 
en la recuperación de pacientes con cáncer, pero sus resultados son muy limitados (24). 

La activación de slntcsis de DNA por M.CSF es detenida por la toxina de Pcrtussi, Jo que 
implica participación de proteínas G (proteína Jig.1dora de nuclcólidos de Guanina) en sus 
mecanismos de señalización al tiempo que activa proteína cinasa C (33). 

Como ya se mencionó, ha sido dificil detectar a Jos CSFs en el suero de personas sanas, 
entre los primeros en detectarse se encuentra el GM-CSF (1971) (19). Posteriormente se 
delccló al G-CSF y M-CSF en circulación (28). La difieulLid para detectarlos hace suponer que 
sólo son liberados en el microambiente donde se requieren, o a que son rápidamente retirados 
del torrente sangulnco (19). 

Las primeras etapas de prueba para la aplicación clinica de Jos CSFs se están 
desarrollando con bastantes rescrv"5 ya que por ejemplo, se ha obscrvodo que GM-CSF en 
pacientes con leucemia aumenta d número de blastos en circulación. además de presentar 
efectos colaterales muy severos entre los que se encuentran dolor óseo, flebitis, fiebre. fatiga, 
n.íusca, dolor de cabeza, de pecho, artralgia, mialgia, además de ser rápidamente retirado de la 
circulación. El G.CSF es menos nocivo, pero también es incapaz de madurar completamente a las 
células de los pacientes, además es mucho más restringido ro su acción (21). En vista de 
estos resultados, se eslá pensando empicar otras estrategias COIOO aprovechar la capacidad 
prolifcradora de los CSF's para administrarlos; hacer proliferar los cloocs malignos y 
volverlos blanco más tacil de radio o quimioterapia, o bien, emplearlos en combinación 
aprovechando los sinergismos que se presentan entre ellos al tiempo que las dosis usadas se 
reducirían y con esto los efectos colaterales (21). 

Los HGF's no son las únicas moléculas que participan en la hcmatopoyesis, las 
lnkrkucina.s son también muy in1porlanles w d balance de Jos procesos de proliieracióo y 
diferenciación, sin embargo; de entre todas las Jntcrlcucinas, destaca la lntcrlcucina 1. 
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INTERLEUCINA 1 

La lntcr!C11cina 1 (IL-1) es una glicoprotclna de 17.S kD de la cual existen dos formas 
denominadas lntcrleucina 1 alfa (IL-1") que presenta un punto isocléc:trico (pi) de 5 e 
lnterlcucina 1 beta (IL-l¡l) con pi de 7. Las 2 fonnas de IL-1 comparten el hecho de presentar 
ntls de SO efectos, alj¡unos desencadenados a conccntr.u:iones picomolarcs. Esta molócula 
afecta a casi cualquier célula del organismo, por ello modula propiodadcs inflama.torias, 
metabólicas, fisiológicas, hematopoyéticas e inmunológicas (35, 36, 37, 38). Por su 
conservación a lo largo de la evolución, parece que [L.. l es uno de los prirn:ipales 
orquestadorcs de los mecanismos de respuesta adaptativa. Moléculas con actividad de IL-1 han 
sido aisladas de organismos como anéfidos y equinodermos, en los que su principal función es 
estimular los coclomocitos (denominados también como hemocitos, amebocito o plasmatocito) 
a la fagocitosis y agreg:u:ión. Por otra parte, las moléculas de los invertebrados son 
biologicamcntc funcionales en células de vertebrados superiores (9, 38). 

Originalmente, la IL-1 fue descrita en 1940 como una proteína lábil al calor, aislada de 
exudados de granulocitos que tenia la capacidad de producir fiebre, por lo que se le llamó 
Pirógcno Endógeno. Presentaba un peso molecular de entre 10 y 20 kD y pi de 7.2 (37). Para Ja 
década de los 70's se le purificó y observó que dosis de nanogramos eran capaces de inducir 
fiebre, pero también muchos otros efectos como disminución en los niveles plasmáticos de Fe 
y Zn, neutrofilia, aparición de actividad estimuladora de colonias, potenciación de la síntesis de 
proteína amiloide hapática A y activacíón de linfocitos, por lo quo se le ídcntilicó también como 
"Factor activador de linfocitos". Posteriormente se observó la homologia de este factor con 
varias sustancias que hablan sido descritas por sus efectos, por lo que, para evitar 
ambigüedades se llegó al aC11crdo de designar a todos estos factores oon el nombre de 
INTERLEUCINA 1 (35, 39, 40). Algunos de los nombres con los que se conoció a 11..-1 se 
cnlistan en el cuadro 2. 

Mediador Endógeno de Leucocitos 
Factor de Células Mononuclcares 
Ca!abolina 
Factor Activador de Ostcoclastos 
Hemopoyctina-1 
Factor de Ncutrólilos Promotor de la Proliferación de Linfocitos 
Factor lnhibidor del Crecimiento de Mclanoma 
Factor lnhibidor de Tumorcs-2 

Cuadro 2. Algunos nombres de IL-1. 

Las 2 form3.5 de IL-1 son producto de genes dikrartcs ~ para el hwnano se 
encuentran enel cromosoma 2 en 2ql3-<¡2l la1L-l!lycn2ql31L-1"(41,42). 

En 1984 Lomcdico et al (43) reportan la clonación del DNA de IL-lci de ratón a partir de 
la linea macrofilgica P388DI codificando un prc<Ursor de 270 a.a., 31 Kd y pi de S. Por su parte 
Auroo et al (44) ese mismo año clonaroo un cDNA a partir de mooocitos humanos que 
codificaba para un precursor de 31kDde269 a.a. pero de pi de 7 (IL-l¡l). El oo deteclar a la 
prorelna de 17.5 kD que es la forma activa, indicaba que se debía prosaitu algún proceso 
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post<rior para dar la fonna madura. El segundo gen de IL-1 hurnaoo (IL-ltt} fue aislado por 
March et al (45) en 1985, mientras que el segundo gen de ratón (IL-IP) se clonó hasta 1986 por el 
grupo de Gray et al (46). Al igual que con los 2 genes des<ritos Mteriormente, los cDNAs 
obtenidos codificabM para una protclna de 31 kD. Estudios postcrion:s han hecho posible aislar 
los genes de toros, cerdos, conejos y ratas (35, 36, 37). 

El gen de IL-IP es de 7.8 Kb, mientras que el de IL-ltt es de 10.5 Kb. Ambos poseen 7 
cxones que codifican para la proteína. En el ratón se ha reportado una organización similar para el 
gen IL·lP. Un hecho sobresaliente es que en la región 31 de los genes se presenta una secuencia 
repetitiva de 7 nucleótidos, que se piensa le confiere inestabilidad al mRNA al menos que 
se encuentren presentes cndotox.inas bacterianas (LPS), ya que esta secuencia se presenta en otras 
citocinas sensibles la cndotoxina (35, 37, 38). 

Ambos genes presentan una gran sensibilidad a LPS, a grado tal que cuando se desea 
cuantificar transcripción, es necesario seguir procedimientos de purificación del medio y suero 
que aseguren que en citos se presentan menos de to pg/ml de LPS, aunque algunos estudios 
indican que se da su activación aún a concentraciones de 5 moléculas de LPS por monocito 
(35, 47, 48). 

La comparación entre especies indica que las formas p de IL-1 pn:scnta mayor 
bomologla (75-78%), mientras que la forma a es menos conservada (60-70%). 
S-Orprendcntcmcnte, las 2 fom135 dentro de una misma especie sólo pn:scntan en promedio 25% 
de homologia (46). En la comparación por secciones, el extremo N terminal de a es más 
conservado en los precursores, en c.1111bio en P. el extremo C-tcnninal de la protcina madura 
(región de la actividad biológica) es el que se conserva (35, 36, 37). 

Gracias a los análisis moleculares, se ha podido proponer que IL-ltt es el ancestro de las 
2 fonnas existentes de este factor mientras p derivó de ella por transcripción inversa (38). 

Como ya se mencionó, las 2 formas de IL-1 son sintetizadas como precursores de 31 
kD (pro IL-1). El precuBOr no contienen un péptido sciW. que pudiera indicar un sitio ordinario 
de corte para originar el extremo N tcnninal, lo que hace a IL-1 única entre las citocinas (49). La 
pro IL-1 es procesada por enzimas que originan la forma carboxi-tenninal activa de 17.5 kD 
llamarla protelna "madura" (35, 36, 37). 

La pro IL-la se fosforita y es parcialmente activa, aunque pcnnanece en el citoplasma 
hasta 15 hrs. Por su parte, la pro IL-IP solo permanece 2.5 hn; en el citoplasma, es 
parcialmente activa aún sin fosforilar y es la fomm más secretada tanto en el ratón como en el 
humano. En su secreción participan ionóforos de calcio (49, 50). 

El 70% de la IL-IP es secretarla por las células mononuclcadas de sangro periférica en 24 
hrs, mientras que la IL-la. permanece en la célula durante las primeras 20 hrs asociada a 
membrana ( 40). 

No se conoce como la IL-1 es transportada del citosol al compartimento cxtracclutar, 
ni cómo es procesada para originar las formas maduras. La secreción del precursor y su 
procesamiento parecen ser eventos unidos, sin embargo, algunos estudios sugieren que la pro 
IL-lp es secretada como tal y procesada ni llegar n los sitios de inflamación, ya que la pro IL-IP 
asi como un péptido parcialmente procesado han sido encontrados en los sobrenadantcs de 
monocitos (37). En el procesamiento de la pro IL-IP se han implicado a la Elastasa, plasmina, 
proteasas de colagenasa y serina, así como una proteasa presente solamente en los monocitos 
que i:orta en la alanina de la posición 117. El extremo N-tcrminal "natural" de la IL-IP es esta 
alanina, aunque se han reportado formas con otros extremos (35). 

Para el procesamiento de pro IL-la. se involucra a una protcasa neutral activada por 
calcio conocida como Calpina que la corta para originar la fonna secretada activa (35). 
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Como la producción de mRNA de ambas fonnas do IL-1 es casi igual a la cantidad de 
protclna se dice que su producción es reguloda principalmente a nivel do transcripción (40). 

IL·IP madura se encuentra en la orina, plasma, fluidos pcritoneales, pleurales y do 
las articulaciones. Por otra parte, IL-la se mantiene unida a la membrana mediante un cn1a.cc 
tipo lcctina. Casi toda la IL-1 asocioda a la célula es IL-la. La IL-la en la membrana puede ser 
importante si la célula mucre, ya que se libera y desencadena respuesta en otras células (51). 
IL-la también puede estar unida a la superficie celular v!a su receptor (35). Cuando se 
cuantifica el efecto biológico de las células con IL-1 en la membrana, se debe ser cuidadoso con el 
procedimiento de fijación, ya que el tratamiento puede liberar a la molécula. No se conoce cual es 
la oric111ación de la molécula de IL-l en la membrana. celular que le permite acoplarse a su 
receptor y ejercer sus efectos. 

Con ta finalidad de conocer la cstmctura tridimensional de JL-1, así como las secuencias 
de a.a. que le pcnnitcn acoplarse a su receptor y desencadenar sus efectos, se han rcaJizado 
estudios donde se han creado péptidos sintéticos de IL-1, usado anticuerpos, insertado 
mutaciones en el DNA y cristalografia de rayos X en esta molécula. En estas investigaciones, 
se ha observado que aún cuando los péptidos sintéticos se unen al receptor, en ocasiones no 
desencadenan respuesta. desencadenan solo algunas, o bien Jo hacen en fonna débil lo que 
implica que las actividades de IL-1 se encuentran distribuidas en diferentes regiones. Al 
conjugar los estudios empicando los péptidos con los estudios donde se usan anticuerpos y 
aquellos donde se insertan mutaciones, se ha <fotenninado que posiciones importantes para la 
cstmctura y actividad de IL-1 son: Arginina 120, histidina 146, los a.a. de la posición 163-186, 
208-269 y sus 2 cisteinas (35, 36). 

Con respecto a la estructuro tridimensional, :os estudios revelan que 11..-1 posee 12 
pliegues p unidos por puentes de hidrógeno y que es similar a un tctrahcdro cuyo interior se 
encuentra lleno por las cadenas hidrofóbicas de los a.a. excepto por grandes porciones de la 
cadena lateral del ácido glutámico que. parccc ser muy importante para la actividad. Presenta 
también un bucle en~ las bojas p plegadas gracias a los a.a. de la posición 163-171 (37). 

RECEPTORES DE IL-1 

Se han descrito 2 moléculJ!: como los n:cepton:s do IL-1 y se les ha denominado como 
lL-lRI e IL-IRll: 

IL-IRI: Receptor do lntcrlcucina 1 tipo l. Es miembro de la supcrfumilia de las lgG, 
con una vida media de 12 hrs. Se encuentra en fibroblastos, qucratinocitos, endotelio, 
células sinoviales, condrocitos, hcpatocitos, células T CD4 pero no CDS, monocitos (52, 53). 

Este receptor fue purificado por Unlal et al (54), mientras que Sims et al (55), 
describió las regiones que lo fonnan: una región extracelular de 391 a.a. y que posee 3 dominios 
del tipo JgG con varios sitios posibles do glicosilación, la región transmcmbranal do 21 a.a. y 
la citoplásmica de 217 a.a. quo no posee hoo10logia con ninguna protcina cinasa conocida. pero 
cuyos residuos scrina-tn:onina son fosforilados tan pronto oomo se acopla a su ligando (35, 
55). 

La IL-1 unida este receptor es intcmafü.ada en un 60 a 70% dentro de los primeros 5 
minutos, no se degrada y se le halla en el núcleo horas después, lo cual implica que existe 
algún sitio do reconocimiento do IL-1 en el núcleo para su actividad biológica. Sin embargo, 
algunas de las respuestas mediadas a través do este receptor como cambios en el metabolismo del 
ácido araquidónico se dao en unos cuantos minutos, por lo que deben ser distintas en su 
mecanismo de activación por IL-1 respecto a los mecanismos de control nuclear. Sólo se 
necesita una mlnima ocupación de los receptores para provocar la respuesta (56). 
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La expresión del IL-IRI es controlada por la propia IL-1. Cuando se cultivan células 
en presencia del factor a concentraciones que no ocupan más del l 0% de los receptores 
presentes, sus números descienden entre 60% y 80% durante 24 hrs manteniéndose el efecto 
durante 72 hrs, debido a una disminución en el tiempo de vida medio de su mRNA de 8 hrs a l 
hr. Otro regulador negativo es el TGFP. Efectos positivos en la expresión del IL-1 RI son dados 
por IL-2, ésteres de forbol, PDGF y prostaglandinas (3S, 36, S6). 

IL-IRll: Receptor de lntcrlcucina 1 tipo 11. Se localiza en células y lineas de células 
B transformadas asl como en ncutrófilos y células de módula ósea. Con un peso de 68 kD, su 
región extrncclular presenta sólo 28% de homologla con el receptor 1, un mayor parecido 
transrncmbranal, pero una gran diferencia en la región citoplasmática, ya que la suya es más 
corta, lo que reduce su peso y provoca que su traducción de señales sea diferente, Se 
piensa que es también un miembro de la supcrfamilia IgG, aunque algunos estudios parecen 
indicar que no posoe los típicos dominios cxtracclularcs de las moléculas de esta familia (56). 
El IL-IRJI es pobremente intcmaliz.a.do y postcrionnente su ligando es localii.ado en el núcleo 
(2-3 hrs). Su número por célula es de 200-1200 (38). Tiene una vida media de 2 hrs (3S). 

IL-1 incrementa la expresión del IL-1 Rll en linfocitos B, Fibroblastos y células de 
módula ósea maduras (S7). El G-CSF, GM-CSF, IL-3 e IL-6 aumentan su expresión en células 
rnononuclcadas de médula ósea (57). Los FGF's incrementan estos receptores para IL-1 en 
fibroblastos después de 2 horas, sin cambiar su afinidad (37). 

A partir de los estudios en el suero, en sobrcnadantes de células mononuclcadas de 
sangre periférica. en exudados de células sinovfalcs y en medio condicionado de la linea de 
células B Raji, se ha encontrado una molécula que enlaza a IL-tp asl como su precursor, pero 
no a la IL-la. La molécula pesa 47 kD y dado que no se detecta su liberación cuando se aiiaden 
inhibidorcs de protcasas de scrina a las Raji, se piensa que es un derivado protcolitico del 
receptor 11 y que puede servir como regulador de la actividad de la IL·IP in vivo (S8). 

Los receptores de IL-1 de las células en circulación parecen ser de baja afinidad ya que 
su constante (Ka) es de 10' ó 1010 M·1 mientras que los de células fibroblásticas son de alta 
afinidad, con una Ka de J012 ó JO" M·' aunque no se ha dcmosuado que la diferente afinidad 
confiera diferente respuesta (59). 

Aún cuando se dice que ambos receptores pueden unir a las 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 unión y "preferencias", asi como diferente inducción de rospucma. 
Por lo general, IL-la se une mejor al receptor 1, mientras que pal II. Por otra park, anticuerpos 
contra el receptor 1 inhiben preferentemente el enlace de p, lo que sugiere que se presentan 
sitios de unión diferentes para las 2 formas de IL~I dentro de un mismo receptor (35). Con 
respecto a los efectos, IL·IP es 30 veces más potente que a para roducir el número de los 
receptores de la hormona luteinizantc (LHR). IL-IP es más potente en sus efectos sobre 
cerebro, pá.'lCreas, células de la granulosa, células Lcydig y en sus propiedades 
inmunomodulatorias que IL-la (58). 

Respecto a la transducción de señales mediada por los receptores existen reportes 
contradictorios (60). El equipo de Mizcl et al (61) indica que la señalización a través de IL-1 
involucre 4 elementos importantes: 

- Una pm1elna enlazadora de GTP unida al IL-1 R, ya que los efectos son inhibidos si 
se emplea toxina de Pertussi 

- AMP clclico (cAMP) ya que éste y sus análogos mimetizan algunos de los efectos de 
IL-1, además de que la propia IL-1 induce una elevación transitoria en los niveles de cAMP 
cuando induce al receptor de IL-2. 

- La protcina cinasa A que activa al factor nuclear NFKIJ 
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• El factor nuclear NFKB que se enlaz.a a elementos potenciadores de \'arios genes 
inmunomcx!ulatorios. 

Miz.el propone que puede haber variaciones sobre este modelo de respuesta 
dependiendo del tipo celular, por ejemplo, el receptor puede acoplarse a una proteína G no 
sensitiva a toxina de Pertussi y activar factores nucleares diferentes, asl como también usar 
otros segundos mensajeros en vez de cAMP, ya que concentraciones elevadas de esta 
molécula son inhibidoras. 

Por otra parte, el equipo de O'Neill (62) se encuentra en completo desacuerdo ya que 
señala que han detectado cambios en actividad de protcin3S cinasas involucrando 
fosforilación de scrina, pero donde no participan ni la protelna cinasa C ni la A, ya que no se han 
hallado incrementos en los niveles de cAMP o diacit glicerol (DAG), :moque si cambios en las 
concentraciones de Na e H y la participación de una proteína tipo G, pero poco sensible a ta 
toxina de Pertussi. Con estos hallazgos, proponen que la IL-1 señaliza a través de un sistema de 
protclnas cinasas desconocido hasta ahora, hecho que proponen "no seria extraño dada la unicidad 
de IL~I en la naturaleza". 

FUENTES Y ESTIMULO DE PRODUCCION DE Ilrl 

Originalmente se describió a IL-1 como un producto de los macrófagos activados de 
diferentes tejidos como pulmón, pcritonca1es, sangre periférica. bazo, médula ósea y 
microglia. Sin embargo, :os monocitos que maduran In vivo pierden su capacidad de 
producirla (35, 37). La producción de IL-1 por parte de los monocitos depende de la hora del dla, 
contenido de grasa en la dicta, consumo de inhibidorcs de la ciclooxigenasa, 
antihistamínicos, corticoesteroidcs y otros agentes, asl como del tipo de macrófugo ya que se ha 
observado que por ejemplo, los macrófugos de pulmón secretan menos IL-1 que los 
monocitos de sangre periférica y ésto parece deberse a que sintetizan mRNA para este factor en 
menor cantidad (1). 

Otras fuentes de IL-1 son: queratinocitos, células gliales, linfocitos B normales y 
transformados, células NK, linfocitos granulares grandes, endotelio, ncutrófilos, astrocitos, 
músculo liso, fibroblastos, células sinoviales, células dendríticas de piel, epitelios de cncf.a, 
intestinales y ccnicaks, células de nódulos linffiticos y placenta (3&, 40). De entre los linfocitos T, 
las células de memoria CD4 CD45RQ+ fueron las únicas capaces de producir IL·la y se piensa 
que la producción de IL·l por estas células podria conducir a un menor umbral de cstimulación 
por las células presentadoras de antigcno (63). 

El circuito de producción que sigue JL..l comienza con su secreción por macrófagos, 
su llegada a fibroblastos donde promueve la sccreoión de GM-CSF y M-CSF que a su vez 
actúan sobre los progenitores de macrófagos que una vez maduros. sccrctan\n la IL-1 en 
respuesta a varios estimulas (20). 

Con excepción de qucralinodtos de piel. células epiteliales y algunos componentes del 
sistema nervioso, IL·l no es observada en ningún otro tipo celular en individuos sanos, por 
ejemplo; los fibroblastos de pulmón sólo la secretan si reciben 11 ... 1 exógcna (1, 35, 37). Sin 
embargo, se presenta un gran aumento en su producción en respuesta a infección, to.xi.nas 
bacterianas, agentes inflamatorios, productos de linfocitos activados y en algunos estados 
patológicos como leucemias mieloides agudas (64). 

lL· 1 es detectada en células del sistema nervioso central, donde se cree actúa a nivel de 
los órganos circuventriculan:s donde la barrera de sangre se interrumpe (65), sin embargo; se 
mantiene la duda de si estas moléculas son activas, al igual que en el endotelio del cordón 
umbilical. donde se piensa que es inducida por el stress del parto. Asl pues, en el hum.ano no se 
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ha podido detenninar el papel de la IL-1 en el estado sano, excepto para la hematopoyesis, donde 
el efecto de IL-1 se da al estimular a las células del estroma a secretar los CSF's e lL-6 (40). 

Los LPS son los inductores por excelencia de la producción de lL-1. Bajo condiciones 
libres de LPS, la síntesis "cspontánc:i" de IL-1 por parte de diferentes células no se presenta. 
Empleando la cndotoxina, la expresión de mRNA es dctcctablc dentro de 15 min, alcanza un 
máximo a las 8 hrs y desciende r.ipidamente (37, 40). 

Si IL.l estimula su propia producción, ésta es más lenta, pero se sostiene por 30 hrs 
(40). 

IL-3 produce muy poca síntesis de RNA de IL-IP que se sostiene sólo durante 80 
minutos, en consecuencia es muy poca ta cantidad de proteína liberada al medio. Al combinar 
IL-3 con M.CSF, el efecto sobre el mRNA se prolonga por 4 hrs tal vez porque IL-3 aumenta 
los receptores para M.CSF favoreciendo su efecto (66). 

Por su parte, el GM.CSF aumenta 6 veces el nivel de mRNA de IL-lp, mientras que 
M..CSF sólo 2 veces. Ambos factores aumentan la actividad del factor nuclear NFKP que como ya 
se mencionó, se cree está involucrado en la ruta de señales de transducción de IL-1 (66). Otros 
estímulos para la producción de IL-1 son bactcriilS Gramm positivas, virus vivos de doble 
cadena de RNA, componentes del complc1ncnto, sales biliares, lectina, TNF-a, IL-2 e lFNy éste 
último siempre y cuando es ten presentes LPS o TNF, ya que si no se da esa condición, se inhibe 
su transcripción (38, 67). 

IL-1 puede ser inducida en macrófagos por adherencia, Forbol miristato acetato (PMA), 
p:uticulas de látex, silica gel o conracto con linfocitos T vía complejo mayor de 
histocompatibilidad clase la (MHC-la) (40, 66, 68). 

Diferentes fracciones del complemento fueron inc.ipaces de generar liberación de IL-1 
excepto C3b combinada con endotoxina y en presencia del receptor para LPS (67, 69). 

Por otra parte, entre los inhibidorcs de la actividad de IL·l se encuentran: la 
prostaglandina El (PGEi), la Timosina fracción 5 y el mitógcno concanavalina A (ConA) (70). El 
cAMP suprime los efectos de la lL-1 dependiendo del estimulo y la célula donde se produzca. 
Los glucocorticoidcs, lL-4, lL-6, IL-IO y TGF-P también suprimen a lL-1. Los corticocsteroides 
la inhiben si se añaden antes del inicio de Ja transcripción. Los agentes que lnhibcn en fonna 
inespccifica la ruta del metabolismo de araquidonato tambiCn inhiben a IL-l (38). Si se trata a los 
macrófugos con anticuerpos anti MHC-Ia., la producción de IL-1 se ve inhibida (68). 

El TGFP inhibe la expresión de mRNA de IL·lP en un clan Jcudmioo y con ello 
detiene 1a diferenciación de estas células inducida por IL-1 (71). 

La producción y supresión de lL·l en monocitos es controlada a nivel trans y 
postranscripcional, así como por la intcrnaliz.ación de su receptor (38). Después de la 
adherencia de estas células o su exposición a ciertos clementes del complemento o ionóforos de 
Ca•2, se puede detectar transcripción, pero no traducción aún cuando el mRNA no es destruido. 
Las células que contienen este mRNA se encuentran "sensibles" y cualquier otro estimulo 
desencadena una r.ipida traducción (38). 

EFECTOS DE IL-1 

Como ya se mencionó, la IL· l es un factor muy plciotrópico, con una enonne cantidad 
de efi:ctos biológicos, algunos de ellos contradictorios y que en ocasiones son mediados a través 
de la liberación de otras citocinas como IL-2, IL-6, IFN-y, TNF-a y los CSF's. A continuación se 
describen algunos de los efectos de IL-1. 
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Erectos en la producdón de otras moléculas 

IL-1 incn:mcnla Ja slntesis de protclnas patológicas, fibrinógalo, componentes del 
complemento, factor B, metaloprotclnas, factores dc coagulación. En el hígado incn:mcnta Ja síntesis 
de protelnas de shock térmico y de moléculas 'bam:doras' de (h asl como ácidos grasos. 
Aumenta la slntesis de tiroglobulina y peroxidasa de tiroides, pero inltlbe liberación de honnooa 
tiroidea inducida por prolactina. Inhibe la síntesis de gonadotropina coriónica inducida por 
testosterona en humanos, incrmx:nta síntesis de estcroidcs por la hormona adcnocorticotrópica 
(ACTII), genera liberación de ncuropéptidos, vasopn:sina, sornatostatina así como de ACTII (3S). 

IL-1 cxógcna promueve glicólisis en el cerebro, incrementa Ja s!ntesis de transportadores 
de glucosas, mata a las células p de los islotes de Langerhans al activar Ja slntcsis de protelnas 
apoptóticas. Si hay bnja concentración de azúcar en el organismo estimula 1a síntesis de prc
proinsulina, si Ja conccntración es alta, la inltlbe (35, 37). Provoca secreción de sodio, induce 
producción de supcróxido, activa metabolismo de ácido araquidónico? incrementa expresión 
de moléculas de adhesión en eodotelio (ICAM-1) y del inhibidor del activador de plasminógcno, 
del factor de von Willebrand y de PIJGF. lncn:meo!a metaloproteinasas y protooglicanasa 
de condrocitos, lncn:mcntn síntesis de PGfu en diferentes células (72). IL-1 estimula Ja 
liberación de diacilgliccrol o fosfocolina sin afectar el cambio de fosfoinositol, provoca Ja 
liberación de protcasas (S2). 

La IL-1 antagoniza con Ja fosfatnsa alcalina para producir vitamina D. Provoca Ja 
secreción de aldehldo dcshidrogeoasa protegiendo los pn:currorcs hematopoyétioos de Ja 
4 Hidroxiperoxiciclofosfamida C (73) Provoca liberación de histantlna por basórnos y Ja 
degranulación de eosinómos (3S, 37). 

lntcrleucina 1 reduce la síntesis de aldosterona alterando su mRNA, favorece Ja 
degradación del mRNA para el IL-IRI. lncn:meo!a Ja transcripción del protooncogén c-<lb~ de 
los genes JE y KC que son genes inducidos por el PDGF al desarrollar sus eft:clos. induce los 
factores nucleares NFicB y AP-1. Incrementa Ja transcripciOO de las colágmas tipo l. m y IV. 
Genera inltlbición de Ja expresión del geo de albúmina en hcpalocitos. Inhibe Ja expresión de los 
genes de citocromo P4SO, aromatasa y lipasa lipoprotcica (3S, 37). 

La IL-1 incrementa su propia expresióo asl como l•s de G-CSF, GM-CSF, IL~. 

PDGFAA e 11..-8 a nivel de mRNA dándoles una estabilidad SO veces mayor (S7, 72). IL-1 
incrementa la transcripción de mRNA de Ja subunidod a de los receptores para GM-CSF de 6 a 
8 veces y también lo estabiliza (74). Aumenta el receptcr de IL-2 de baja afinidad, al tiempo que 
aumenta su transcripción y lo estabiliza controlando activación y prolifi:ración de linfocitos (74, 
7S). 

lntcrleucina 1 sinct8iza con M-CSF e IL-3 m Ja rccuperaci6n ele ratmcs inadiados y 
formación de colonias incrementando el número de r=ptorcs para los fiu:lores. IL-1 estimula 
liberación In vi/ro de CSFs por parte de células endotelialcs, 6broblaslos. mauólitgos, linfocitüs 
T, aumentando sus niveles en r.llón después de su inoculación, sincrgiza con ellos en prolil<m:ión 
de células tallo. IL-la potmcia Ja sobn:vivcncia de procursorcs de granulocitos y macl'Ólilgos 
(76, 77, 78). Induce diferenciación de algunos clooes lcuoc!micos particularmente ele lcua:mias 
mieloidcs a granulocitos sola o combinada con GM-CSF, dándose sina¡¡ismo para este efi:do m 
concentraciones bajas (71 ). Actúa como cofiictor de anti-CD3 para Ja secn:ción ele IL-2 (S2). 
Sinergia con IL-6 en Ja proliferación de linfocitos T y con 'INF-o: en Ja protccción ele ratones 
contra cndotoxina (38). 

lntcrleucina 1 activa células B en conjunción con IL-4, activa linfocitos T, cocstimula su 
proliferación en respuesta a diversos mitógcnos (79). IL-1 necesita tratamiento conjunto con IL-3 
para provocar mejor formación de eosinólilos (78). Sincrgiza con los 4 CSFs y EPO 01 Ja 
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prolifuracióo de los linajes mieloidcs (79). Si se le combina con TNF inhibe la proliferación de 
células sangulncas. La producción de GM-CSF por el timo depende de la IL-1 (70). 

IL-1 ¡¡cnera dcsa:nso en sus receptores tipo 1 al enlazarlos aún cuando no se encuentre 
en exceso hasta en 1/6 de su nivd original (80), provoca también un descenso en el número 
de receptores de TNF, al tiempo que incrementa la expresión de los receptores de TGFp. 
Provoca descenso en los sitios de unión para PDGFBB y PDGF AA, aunque el descenso en la 
expresión de los receptores para este último factor se revierte a 72 hrs (72). Inhibe enlace de 
anticuerpos (abs) al complejo CD4, baja la afinidad del receptor de EGF, inhibe formación del 
receptor de LH. Incrementa el enlace de opiados a su receptor en el cerebro (35). 

Inhibe el iru:tanento de MHC-DR en astrocitomas tratados con IFNy, asl como en 
fibroblastos de piel normales y piel de enfermos psoriáticos, de hecho; el efecto de los LPS en 
reducir MHC está mediado por IL-1 (74). 

Efectos Proliíerativos 

lntcrleucina 1 induce la proliferación de Hbroblastos. músculo liso, células 
mcsenglialcs, c:ndotelio y de células hcmatopoyéticas linfoides. IL· 1 poste la capacidad de 
mediar destrucción o reparación de tejido mcsenquinuil (72). Provoca proliferación de C04 en 
respuesta a la expresión del receptor para inmunoglobulina E tipo 11 (81). Incrementa la 
prolifuracióo de epitelio tinúco, aunque también controla la apcptosis mediada por el receptor de 
células T. 

IL-1 regula los ciclos de proliferación y sobrevivencia de los progenitores 
banatopoyéticos. Sinergiza coo · TNF para la producción de PGfa en fibroblastos inhibiendo la 
mitosis (1). 

Otros efetlos de 11,..t 

La IL-1 es mediador de la respuesta de fase a¡¡uda y la respuesta inmune contra un 
reto antigc!nico (40). 

ll..t es más efi:ctiva para proteger a ratones granulocitopénicos de infección por 
Pseudomonas aurcoginosa que IL-6. Aún combinadas a diferentes dosis no se presenta 
sinergismo entre ambas, por el contrario. se presenta un ligero antagonismo, Je lo cual se deduce 
que la proreccióo coofcrida por IL-1 ante infecciones bacterianas no es mediada por I[..{; y 
que en esta situación la producción de JL-6 es independiente de IL-1 (82, 83). 

F.n pacientes coo sarcoidosis y fibrosis puhoonar espontánea se generan cantidades 
elevadas de IL-1 lo cual se asocia a inflamación (1). 

F.n las aniculaciones, IL-1 genera degradación de tipo artrítica, resorción de la matriz 
de médula ósea y de hueso (52), ya que induce secreción de mctaloproteasas por condrocitos, 
que degradan al cartílago, su acción se ve favorecida por los FGF's (59). Participa en 
ancriocsclerosis y ncovascularización (52). Protege a los progenitores hematopoyéticos de 
a¡¡<ntcs IÓ!ÚCOS (73). 

IL-1 se detecta en plasma después de ejercicio· extenuante y de la ovulación, asl como en 
el rcchaz.o a transplantc de riñón, hepatitis alcohólica, quemaduras, sepsis, después de tratamiento 
con W contra psoriasis, en pacientes con hcmodiálisis, artritis, en líquido ccfaloraquldeo después de 
meningitis y en los fluidos pcritoncal, gingivial, nasal, ocular y de ohlo medio (35, 52). 

La IL-1 también es producida en lcueenúa micloide aguda (AML), en pacientes con 
cnfunncdad Hodslcing, leucemias de linfocitos T y otras leucemias donde se le atribuye papel en 
la proliferación de los clones malignos en forma directa o a través de secreción de otros CSF's 
como G-CSF y GM-CSF (64, 84). 
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lL· l + IL-6 recobran a Jos pacientes dc1 tratamiento con ciclofosfamida y ayuda a 
proteger a los progenitores micloides de agentes qulmicos (40, 73). IL-1 juega un papel muy 
importante en la inflamación de pacientes coo artritis mientras que por otra parte. sus niveles 
son bajos en pacientes con c.ínccr metastásico (40). 

Administrada en humanos por vía intravenosa provoca fiebre, anorexia. mialgias, 
altralgias, dolor de cabeza. malestares estomacales, sueño, liberación de ACllf, hipotensión. 
fibrosis, ruptura de la matriz celular, migración de célul:is inflam:itorias, cstimulación de células 
tallo hematopoyéticas aumentando las fomt.as ininadura.s de granulocitos en circulación 
seguida por leucopenia, aumenta la resistencia a infecciones es radioprotcctiva. baja la 
resistencia vasai lar, reduce las funciones del miocardio, genera acidosis láctica, congestión 
pulmonar, provoca bajas en los niveles de Fc•2, Zn•2, Cu•2, 3Si como un balance negativo de N1 
por protcólisis y disminuye la slntesis de albúmina (35, 36, 37). A bajas dosis fuvorccc 
cspermatogéncsis, a alta la inhibe, tambien inlu'bc la contracción de músculo liso v;iscular e 
infiltración tisular de ncutr6filos. Es por esta razón por lo que no se suministraa dosis mayores de 
300 ng/Kg. Si se suministra por via subcutánea los cfcctD& descienden, al igual que si se aplica una 
sóla dosis de alta concentración en lugar de varias dosis pequeñas (37). 

En humano, IL-1 es más tóxica que en ratón, pero dada su potencialidad sobre la 
hcmatopoycsis, tal vez podría ser empleada con una molécula que incremente sus receptores para 
disminuir las dosis óptimas o bien en combinación con otros factores a bajas dosis (38, 57, 71). 

CONTROL DE IL-1 

Dada la enorme cantidad de efi:ctos generados por la IL-1, el organismo ha desarrollado 
dimsas maneras de mantenerla bajo control. IL-1 puede ser regulada a nivel de síntesis, 
transcripción, traducción y secreción. Para el organismo podria ser import:mte bloquearla 
después de sintetizada impidiéndole interaccionar con los blancos a los que está destinada. 

De todos los mecanismos que controlan la actividad de IL-1, tal ve< el más importante 
sea el que está a c.ugo del Antagooista del Receptor de IL-1 (IL-lra). 

El IL-lra fue conocido originalmente como "inhibidor de IL-1". Es una protcina que 
fue purificada de la orina de pacientes con leucemia monocítica con un peso de 23-26 kD. Se 
observó que bloqueaba el enlace de IL-1 a su re<eptor en forma especifica y que no enlazaba a 
la IL-1 para suprimir sus efoctos (35). Purificándolo de monocitos adhcrcntcs y de la línea 
U-937, su secuencia pudo obtener.le gracias al tr.lb.::jo dc Eisenberg y su equipo (85) quienes 
construyeron el cDNA de una protclna de 152 a.a., coo peso pn:dicho de 17.115 kD, pi de 5.2, 
un sitio de N glicosilación y bornologia limitada con ambas formas de IL-1. Se le clonó y expresó 
en E. col/. La proteína obtenida inlu'bla el efecto de IL-1 sobre los fibroblastos. 

EL IL-lra se une con una afinidad similar a las 2 formas do IL-1 al rca:ptor, por lo que 
se conoció tambien como IL-1 R=ptor Aniagonist Protcin (IRAP). Presenta 19"/o de homología 
con IL-la y 26"/o coo IL-Ip, las regiones similares ai11e las intcrlcucinas, pero diferentes con 
el IL-lra pueden ser importantes para el efi:cto y éstas son las posiciones 120, 124, 125, 127, 
146 y 150 (35, 85). Su forma rocornbinantc bloquea de fonna igual los cfuctos de IL-1 tanto in 
vitro e In vivo a pesar de carecer de azúcares. Sin cmbar¡¡o. al parc<:cr el bloqueo es mejor 
sobre el IL-1 RI, aunque otros reportes scilalan que esto puede ser diferente aitrc especies (85). 

Dado su modo de acción y la homologia de secuencias con IL-1, se decidió cambiarle el 
nombre de IRAP por el de IL-lra. El IL-lra previene muchos de los efi:clos colaterales generados 
por la administracióo de IL-1 si se aplica antes que el fii<:lor, mi<nlras que también dcti<nc la 
proliferación de leucemias al parecer inlu'biendo la sccroción de CSFs mediada por IL-1 y 
gcner.indo una scilal de muem irreversible aún cuando se le retire del cultivo. Para el bloqueo de 
efectos, las dosis de IL-lra puede variar (84). 
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Otras moléculns capaces de inhibir los efectos de IL-1 son las prole!nas de envoltura de 
retrovirus, el fa<tor estimulador de mclanocitos alfa, TGFp, IFNy, la somatostatina, factor 
liberador de tiroides, fu:tor liberndor de corticotropinas, el dipéptido de muramil metil éster, la 
uromodulina (detcclada en orina de embarazadas), la macroglobulina Ha2M (que es la 
protelna plasmática que más enlaza a IL-1) (3S, 86), algunas lipoprote1nas, lipidos y el factor de 52 
a 66 kD presente en el medio de la P388, asl como lgG anti IL·la producida por el propio 
organismo (87). Sin embaJJ!o; ninguna de estas sustoncias inhibe el efecto de IL·l bloqueando su 
unión al r=ptor, aunque el TGF¡3 baja el número de los receptores presente sobre las células. 

Además de las moléculas generadas por el organismo para c:ontrolar a IL· l, se han 
creado anticuerpos contra el IL-IRI que han sido capaces de bloquear en gran medida algunos 
de sus efectos, pero füllando completamente en otroo por lo que aira csrralcgia para regular los 
efectos de IL-1 fue crear "" forma n:combinante al IL-lRJ ya que no se han encontrado fonnas 
solubles naturalmmte a diferencia de lo que ocurre con IL-2 o TNF. A pesar de ello, al 
suministrarlo se han podido evitar algunos de los efecros de IL-1, pero no se sabe que tanto de 
ello es atribuible a un descenso de la inflamación mas que a un ck!sccnso de 
inmwwresponsividad (JS). 

Para finalizar la sección de los fuctorcs que participan en los procesos de diferenciación 
de las células sangulneas se describirá a otra molécula que no se cataloga dentro de los CSF's o 
Jas Jntcrlcucinas ni participa diroctamcntc en el proceso de hcmatopoycsis, pero que es c.apaz de 
activar y potenciar muchas de las funciones defensivas de los leucocitos, el lnterfcrón Gamma 
(IFNy). 

INTERFERON GAMMA 

Los lnterferones (IFN's) son elaborados por las células en respuesta a virus, antígenos 
o nútógcnos. Inducen el llamado estado antiviral, pero a partir de su descubrimiento por lssacs y 
Lindenmann en 1957 se les han atribuido otras funciones cerno factores inmunomoduladores, 
supn:seres de proliferación y diferenciadores (88). Debido a sus caractcristicas se les ha 
dividido en 2 grandes grupos: 

- IFN's tipo I, que comprenden las fonnas a y p de estas moléculas. 
- IFN tipo 11 o IFN inmune que es la forma y. Para los propósitos de este trabajo, nos 

centraremos más en este factor. 
Et lfNy pn:satta un solo gen que para el humano se encuentra en el cromosoma 12, 

mientras que en el ratón se presenta en el cromoscma 16 (8). La secuencia de IFNy cs 
aproximaDamcnte 12% homóloga a la del IFNa. La protclna madura es de 146 a.a. de longitud, 
no pn:senta ciste!nas, por lo tanto es incapaz de fonnar puentes disulfuro, es glicosilada. En Ja 
molécula humana los residuos Asp·Pro en las posiciones 2 y 3 lo hacen lábil al ácido, a pH 2.3 la 
proteína se rompe en esa posición perdiendo por completo su actividad antiviral. La pérdida 
de a.a. 19 del extremo carboxilo terminal reduce su actividad hasta 1000 veces (88). El IFNy 
es sintetizado en respuesta a mitógcnos, antlgenos e IL-2. El IFNy, es secretado por linfocitos 
CD4+, CDS+, NK. y al parecer In vltro los macrófugos alveolares de humano lo secretan. Una 
vez que tas c:élulas son estimuladas, la proteína es detectada a las 6 brs (en macrófugos de 
sangre periférica, se necesitan 12-72 hrs), alcanza el máximo entre las 48-72 hrs y su 
producción se puede mantener durante 8 dlas (88). 

El receptor para IFNy presenta una constante de disociación de I0..100 pM, su mimcro 
es de aprox. 1000 en células normales. que es una cantidad mucho menor que el número de 
receptores que se presentan para hormonas como insulina o factores de crecimiento como el 
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EGF aunque en las células tumorales se presenta un número mayor. El gen que codifica parn el 
receptor esta localizado cu el cromosoma 6 (8). 

El rce<:ptor pesa 9Q kD y une al interti:rón como dlmcro, requiere de un factor especie 
especifico (8). Los receptores sc reciclan en U-937 y HL-60, doode su núm.:ro oscila entre 4-8 
mili célula (28). 

Poco se sabe acerca de los mecanismos para desencadenar la respuesta, pero se ha 
observado que el cnJacc al nxeptor no es suficiente. se piensa que dcl>e compartir algunas 
características con los otros lFN's, aunque debe: presentar también mccarusmos propios. A este 
respecto se ha observado que para ejercer su efecto, IFNy necesita de la síntesis de proteína, 
micnlras que IFNC1 y ~ no. Su rula de scilalimci6o parece incluir protclnas G, admilato ciclasa, 
aumento de AMP clclico, iones calcio, proteína cinasa Ce intercambios de Na e H (89). 

Las acciones de lFNy son controladas por lFNa, que lo inhibe, por su parte, el GM.CSF 
reduce los niveles de receptores para IFNy pero no afecta los niveles de su mRNA (90, 91). 

Entre sus efectos se encuentran: incrementa moléculas MHC clase 1 y 11, 
incrementa la expresión de receptores para inmunogJobu1ina G tipos I y 111 en monocitos~ 
macrófügos y polimorfonuclearcs (PMN), efectos que comparte con los olros 2 IFN's, pero es 
mucho más efectivo que ellos (89, 90, 92). lFNy m<dia algunas respuestas a través de su 
inducción de los rccxptorcs Fe entre las que se encuentran incluidas la citotoxicidad 
celular dependiente de anticuerpo (del inglés Antibody-dcpcndent cellular cytotoxcity, ADCC), 
fugocitosis, sccreci6o de enzimas lisozomale3, prcducci6o de anión superóxido. En los PMN 
sinergiza con TNF, GM.CSF y la linfotoxina para estos efoctos siempre y cuando los PMN sean 
cultivados primero con IFNy y después con los otros filttorcs. (92). Vuelve a los PMN capaces de 
fagocitar C. albtcans, efecto que es dependiente de la sintesis de novo de protclnas (92). 

El IFNy estimula a las células asesinas naturales (NK) en sus funciones, aunque es mils 
lento que el 1FNC1 ya que le toma horas en vez de minutos. Estimula a linfocilos T, aumenta 
la inmunogeoicidad a la vacuna. Incrementa la producciOO de anticuerpos por linfocitos B. 
Induce la difcrcn<:iación de leucemia de linfocitos B y genera la scñaJ citotóxica para los linfocitos 
(88). El lFNy es el activador por excelencia de los macrófugos ya que roo.trola su capacidad 
tumoricido in vivo, presentadora de antlgaios, degradación de triptófaoo cxtraoclular, fügocitosis 
y producción de citocinas, asl como su capacidad dcfonsiva contra patógenos como helmintos, 
protozoarios, bacterias, clarnidias y rickctsias de diferentes especies. Se n=sita que los m:u:rófügos 
expresen moléculas del MHC para que la respuesta irunuoo sea efectiva, y el IFN~ incn:mcnla los 
niveles de estos antlgcnos en todos los monocitos humanos, mientras que en ratón solo se 
presenta el cfi:cto en algunas subpoblaciones. Por Olra parte, el IFNy provoca que los 
macrófugos sean incapaces de fagocitar zymosan opsooizado. (28. 88, 89, 93). Las poblaciones 
de rnacrófügos activados por lFNy fügocitan menos parásitos intracc1ulan:s, por lo que los 
macrófagos activados se hacon resistentes a la infccci6n (94). 

Los macrófugos activados con IFNy matan H. capsulatum, aunque la rcspucsu de sus 
poblaciones es dili:n:ntc (95). 

El IFNy es capaz de diferenciar a las lineas U-937 y HL-60, aunque no detiene la 
proliforacióo de la IJL..60, pero si la de la U-93 7. Induce multinuckaridad en ambas lineas, 
aumenta la estera.so no especifica y la reducción de NBT sinergizando ton lNF (96). El IFNy 
incrementa de 3 a 6 veces el mRNA de la subunidad p del receptor para GM.CSF al tiempo que lo 
cstabilim, pero no afocta al mRNA de la subunidad a.. 1ncrtmenta los reccpton:s parn IL-2 e 
llA, reduce los niveles del receptor de lNF (91). lfN"f induce la sintosis de M.CSF y G.CSF 
(26). 
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El IFNy corrige los defix:U>s en enfermedad granulomatosa. En enfennedades crónicas 
moviliza n:scrvas de cncr¡¡!a al sistema inmune lo cual resulta en una marcada pérdida por 
dialcSis. Regula tambi!n el metabolismo de llpidos deteniendo a la lipasa de lipoprotelnas (88). 

El efi:cto antiproliferativo de IFNy en células tumorales parece mediado por 
linfotoxinas, aWJquc se piensa que sus mecanismos de inhibición pueden ser <k.-sencadenados 
también a través de: 

- Inducción de enzimas antivira!es 
- Inducción de genes supresores estimulados por él, pero de función y estructura 

desconocida 
- Modulación de productos de oncogcnes 
- Regulación de genes de factores de cn:cimicnto 
- Acción dirocta sobre onoogcncs del Tumor 
- Aumento de defensas del húcspcd. 
Por otra parte, se ha observado que en la linea HcLa iru.::rcmcnta 3 veces la c"prcsión del 

oncogén c-myc sin afectar la proliferación y que su efecto suprcsivo en las células tumorales es 
mejor si se le combina con TNF (88). 

El IFNy no es absorbido por via intramuscular, si se aplica en forma intravenosa 
desaparece de la circulación rapidamcntc, pero su respuesta puede mantenerse mediante infusión 
continua. Las dosis mayores son mejor toleradas si se ndministran Icnt.-uncntc. Este factor es 
detectado en el suero de pcr.;onas sanas y enfcnnas, se ha observado que en algunas 
inmunodeficiencias su nivel es menor, pero en pacientes con SIDA los niveles de esta molécula 
se ven incrementados (88, 97). 

Los factores que se han descrito hasta este momento, CSF's, IL-1 e IFNy participan en 
mayor o menor medida en los procesos de proliferación, diferenciación y activación de las 
células sanguincas penniticndo al organismo mont.:ncr su homeostasis. De entre todos los tipos 
celulares· originados a partir de la célula tallo mediante la interacción con estas moléculas, nos 
ocuparemos de la célula fugocitica por excelencia, el macrófugo. 
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MACROFAGOS RESIDENTES 

La sobrevivcncia depende de la defensa efectiva contra im<lsorcs foráneos, del 
reconocimiento de lo propio y lo extraño. Los organismos a través de la evolución han adquirido 
las células especializadas para cubrir estas necesidades. Una de esas células es el macrófago (9). 

El macrófugo al igual que las otras células sangufnCílS de la linea micloide tiene su origen 
en la célula tallo totipotencinl que se encuentra en la médula ósea (98). La célula ~'lllo originará la 
unidad fomtadora de colonias mix~ que a su vez engendra al progenitor bipotcncial de 
macrófagos y granulocitos, la unidad formadora de colonias de granulocitos macrófagos que 
finalmente, genera a la primera célula con caractcrlsticas exclusivas de la !(nea macrofügica, el 
monoblasto (99, IOO). 

El monobfasto es una célula grande, con un miclco que contiene cromatina dispersa y 
de arreglo muy fino, es muy dificil distinguirlo del micloblasto que origina Jos granutocitos. La 
siguiente c~pa en el desarrollo la constituye el promonocito. En csu célula se aprecia un núcleo 
irregular profundamente dentado y con filamentos esparcidos en el citoplilSma. En este estadio, ya 
es capaz de realizar fagocitosis. 

El promonocito originará ni monocito, la célula madura de mayor tamaño entre todos los 
tipos celulares sangulncos ya que puede alcanzar 15 µ de diámetro. Presenta abundante 
citoplasma granular, núcleo excéntrico con forma arriiionada o .. de frijol" y de gran tamaño. Su 
membrana presenta una gran ondulación, lo que reduce la repulsión que pudiese sufrir por otras 
células o superficies. Es capaz de adherirse, si lo hace, los gránulos y el citoplasma se sitúan en el 
centro, dejando aJ citoplasma limpio (100). En el camino de madurez del monocito actuaron en 
orden secuencial moléculas prolifcradorn.'i y diferenciadoras como IL-3, GM-CSF y M..CSF entre 
otras, cada una ejerciendo su efecto a trJ.vés de la interacción con su propio receptor (28). 

El monocito abandona la médula tan pronto como el promonocito termina su última mitosis. 
En el torrente sangufnco el monocito vaga sin un patrón establecido, aunque su núgración sr. 
puede ver influenciada en respuesta a dailo tisular, Ya no prolifera mas, aunque eso puede verse 
compensado por el hecho de que presenta un periodo de vida mayor que el de muchas de las 
células sangulnc.as, pcnnancciendo en el organismo durante varios meses (100). El monocito 
puede ingresar a algún tejido y anclarse volviéndose residente o bien continuar en circulación. 
Ya sea en circulación o fijo. alcanzará su etapa de madurez final y se volverá macrófugo. 

Los macrófagos secretan más de SO proteínas. Con fa. secreción de esos factores, 
dcscmpciian un papel muy importante en la defensa del organismo pero sus acciones no se limitan 
a ello, al igual que los granulocitos; los macrófagos son capaces de engullir partículas o 
microorganismos mediante el fenómeno denominado fagocitosis que puede ser independiente de 
opsonización si las partículas ingeridas no están cubiertas por anticuerpo o bien dependiente de 
opsonina si la partícula está envuelta por anticuerpos y donde los receptores para 
inmunoglobulinas son indispensables (100). 

Los cambios de estada del citoplasma de sal a gel que le permiten al macrófago 
desarrollar esta capacidad reflejan el estado flsico y de asociación de proteínas contráctiles, que 
a su vez son regulados por pH, carga eléctrica, combustible celular. superficie de membrana, el 
metabolismo energético, la temperatura y los cationes, mientras que para la fagocitosis también 
son importantes la opsoni7.ación, interacción célula-partfcula y naturaleza de la partlcula (101, 
!02). 

Se necesitan 3 eventos para que se de la ingestión: 
- Adhesión célula partfcula 
- Activación celular 
- Proyección de la membrana envolvente y su fusión (103). 
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Dado que la fagocitosis es tan antigua como la vida misma, no es c•trailo que algunas de 
las citocinas que regulan la fimcióo del fagocito también sean muy antiguas (9). 

Otro de los fcn6mcnos en el que los macrófagos son actores importantes es el 
mecanismo de defaisa antitumoral ya sea fagocilando o por ADCC (104, 105). Los 
macrófagos asocirulos a tumores (TAM del Inglés Tumor Associatcd Macrophages) afectan 
procesos diversos en los tejidos neoplásicos como la vasculariz.ación, crecimiento y 
formación del estroma (!05). Los TAM tienen elevado número de moléculas MHC-11 y pueden 
presentar antígenos y activar a los linfocitos T y NK o inhibirlos mediante la. secreción de PGfü. 
Los TAM no son citotóxicos en ausencia de estimulo. aún cuando el tumor secrete GM·CSF ya 
que si este factor es derivado del tumor disminuye su citotoxicidad (105). La activación de los 
TAM puede lograrse con IFNy o productos bacterianos (!05). 

Las poblaciones de macrófagos en el organismo no son homogéneas, dependiendo 
del órgano donde se encuentren. los macrófogos adquieren caracteres particulares y es por ello que 
se pueden distinguir poblaciones como los macrófügos alveolares de pulmón, células de Kupffcr 
en el hígado, ostooclastos en los huesos, microglia en el cerebro, mcsanglinlcs en riñón y los 
macrófagos residentes de la cavidad peritoncal ( 100). 

L:1 cavidad pcritoncal es considerada conveniente para el estudio de los fagocitos tanto en 
condiciones patológicas como en estados nonna]es debido a que: 

• Contiene una población finita de células caracteri1.ablcs. 
- La población total es relativamente manejable y fü.cilmcntc se obtienen. 
- Las células están distribuidas en tcxlo el fluido, por lo que las nlicuotas extraídas son 

representativas de toda la población. 
- Los números celulares son fficilmcntc cuantificables por métodos convencionales y 

cambios en ella son notJdos f.icilmcnte. 
El lavado de la cavidad pcritoncal sin estimular acompañado de un ligero masaje 

propoo:iona una suspensión celular de composición variable según la especie y que 
contiene principalmente macrófagos granulocitos y linfocitos. En el ratón también se presentan 
ltlOllOCitos. El número celular obtenido de la cavidad puede incrementarse mediante la infección 
en ella de diferentes agentes, aunque debe tenerse en cuenta que los macrófagos obtenidos de 
esta fonna no son iguales a los que existen en ella de fonna natural y que la respuesta funcional 
será en muchas ocasi011CS diferente (104). 

Para la descripción moñológica de los nmcrófagos rcsidcnl.es Je ratón nos basaremos en 
las obscrvaci011CS de Daems (104). 

La morfolog.ia de estos macrófagos es la de células grandes aunque no unifonnc en 
apariencia. Inmediatamente después de e<traidos son redondos, pero cuando se les permite 
adherir adquieren formas alarg:¡Jas y planas. Su membrana está llena de lamelipodios asl como 
de Cldrusioocs lamcliformcs. Ambas estructuras cambian dependiendo de la superficie a la que se 
adhieran y del grado de cstimulación, así por ejemplo, los lamclipodios aumentan cuando se 
presenta endocitosis. Su membrana plasmática presenta estructura trilaminar. subyaciéndota se 
encuentra una n:d de filamentos a la que a su vez le siguen idcntacioncs y vesículas de diverso 
tamaño ya dentro del cilDplasma. 

El ccotro controlador de la actividad, el núcleo; presenta una forma irregular, 
profundamente idcntado, con cromatina dispersa así como un gran número de poros nucleares. 
Se presentan 1 o 2 nucleolos. 

Los macrófagos sin estimular presentan un número limitado de lisosomas con estructura 
y tamaño variable con una membrana limitante que semeja a la plasmática. Su aparato de Golgi 
presenta 6 crestas distribuidas en un patrón radial rodeadas por las estructuras bien desarrolladas 
del rctlculo endoplasmálico rugoso con el que se encuentran asociadas también las mitocondrias. 
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La función del macrófago dentro de los mecanismos de deíensa inmune se considera 
dentro de la inmunidad celular, sin embargo~ muchas de sus funciones son activadas por las 
moléculas secretadas por los linfocitos B, los anticuerpos (ab) o inmunoglobulina.s (lg), 
cerr.\ndosc de esta fomla el circuito de irununidad celular-inmunidad humoral. La interacción 
entre las Ig y el rnacrófugo se da a través de la unión de esta molécula a un rcc:cptor 
especifico presente en la manbrana del macrófago conocido como rec.cptor Fe. De las 
inmunoglobulinas así como de sus receptores se trata en la siguiente sc.cción. 

INMUNOGLOBULINAS 

Los anticuerpos (ab) o inmunoglobulinas (lg) son las moléculas cncaigadas del 
control de la respuesta humoral a un reto antigénico. Junto con las moléculas del complejo 
mayor de histocompatibilidad y el receptor de las células T son los encargados de enlazar 
antígenos. De las 3 moléculas, las inmunoglobulinas son las que reconocen un mayor 
rango de estructuras. Siempre inician sus funciones cnfazando un antlgcno y aunque su c..-nlace no 
c..'S covalcntc, es muy especifico y fuerte (106). 

Todos los anticuerpos presentan una estructura, caiga y solubilidad muy similar. 
Pos= 4 cadenas 2 de ellas llamadas p<sodas (H del Inglés Heavy) y 2 cadenas ligeras (L del 
inglés Ligth). Una cadena ligera sicmpn: se encuentra unida a una cadena pesada, mienUas que las 
cadenas pesadas se encuentran unidas entn: si. Los enlaces se realizan a Ita..!> de la fonnacióo 
de puentes disulfuro. Cada cadena ligera y pesada preocnta estructuras globul.ms de 
aproximadamente 110 a.a. que constituyen lo que se conoce como dominios de lg. Todos los 
dominios presentan 2 hojas p plegadas coostituidas de 3 ó 4 cadenas polipcptidicas antlparalclas. 
Otras moléculas que presenten estructuras similares son denominadas como miembros de la 
supcrfumilia del gen lg ya que se piensa que poseen un ancestro común (106, 107). 

Exisltn en el humano y ratóo 5 tipos de cOOaias pesadas que se denominan a, µ, o, s, y 
y, que originan 5 clases de moléculas de inmuOQglobulina que soo lgA, lgM, lgD, lgE e 
lgG ncspcctivamcnto. Solo existen 2 tipos de cadena ligera, " y >... En humano la relación de 1e).. es 
3:1, mientras que para el ratón es IO:I (100). Dentro de una molécula de inmunoglobulina las 
2 cadenas pesadas serán iguales, asimismo, las 2 c:uknas ligeras sor.in iguales debido al 
fenómeno que se conoce cotno exclusión géni~ y que impide a un mismo linfocito B gcocrar 
diferentes tipos de cadenas ligeras (106, 107). 

Dentro de una clase de lg pueden existir pequeñas diferencias lo cual pemlite dividirlas ai 

subclases, de esta forma; para el humano daitro de l:i clase lgA cx.isl"1 2 subclases y dentro 
de la de lgG 4. La estructura de la lg's se muestra en la figura 2. 

Se podrla pensar que si las inmunoglobulinas son cstructuralmcmc semejantes, la cantidad 
de antígenos que podrian n:conoccr seria muy limitada, pero esto no ocurre. Fl secreto del gran 
repertorio defensivo de las lg conlCOZ.Ó a descubrirse al estudiar la estructura de las cadenas y 
la organización de los genes. Al tratar a las tnQléculas de lg coo papalna. estas eran eottadas 
en 3 segmentos, 2 de ellos iguales que eran los encargados de fij3! al antlgcno por lo que se les 
denominó Fab (del Inglés Fragmcnt antigen bindill8). La otra región podla cristlllizaisc, po< lo 
que se le denominó Fe (del Inglés Fragmcnt Ciystalline). Si el tratamiento en ron pepsina las 2 
porciones Fab permancccn unidas (por lo que se les denomina F(ab')>) dtbida a que no se rompe 
una zona de la molécula denominada la región de bisagra y que es quien r:ooli= a cada par cadena 
pcsada-<:adcna ligera la Oextbilidad para intcraeciooar coo los antlgcnos. Por su parte, el Fe no 
sufre cambios (100, 106, 107). Posteriores estudios mostraron que dentro de cada cadena 
pesada y ligera existlan regiones con alta homologla aún cntn: las diferentes clases de lg, por 
lo que se les denominó regiones oonstantcs. Sin cmblllJIO, el análisis de los <:.'tiremos amino 
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FIGURA 2. Estructura de la inmunoglobulina G. Se muestran los 
dominios constantes y variables, así cómo la región 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 carbohidratos. S-S Puente disulfuro. 
Tomado de referencia 100 con modificaciones. 
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tcnninalcs demostró que en ellos se encontraban regiones diferentes aún dentro de un mismo 
subtipo, por lo que se les denominó regiones variables. Dentro de las regiones variables existen 3 
zonas donde las diferencias son mayores, se les denominó regiones hipcrvariables o regiones 
determinantes de complcmcntaricdad COR (del Inglés Complcmcntarity Detcmtining Rcgion) y que 
son las encargadas del enlace de los antlgcnos. Buscando los genes de cada cadena , se 
encontró la respuesta final a la gran variedad de anticuerpos. La cantidad de genes para cada región 
permite combinarlos de tal nunera que es posible construir 109 diferentes moléculas de I& 
e:mlidad mas que suficiente para enfrentar cualquier eventualidad antigénica (100, 106, 107). 

En la mayoría de las especies de manúfcros, la mayor variabilidad se da en la clase de la 
lgG ya que ésta es la nw abundante. En humano se distinguen 4 subclases que son numeradas 
como JgGl a 4 considerando su abundancia. En ratón se distinguen también 4 subclases que son 
nun1Cradas como lg(Jl a 3 y donde la lg(J2 presenta 2 variantes, a y b (107). 

Los anticuerpos tienen 2 funciones principales, enlazar a los antigcnos y activar los 
mecanismos de dcícnsa via su Fe sobre células del sistema inmune. El comprender la estructura 
)' función de las lg ayudaría a desarrollar nuevas terapias contra alergias y autoinmunidad, donde 
se ven involucrados { 108). 

La respuesta al enlaza= la lgG coo su receptor depende del tipo de Ig(J y la célula sobre 
la que se encuentre el receptor. Por ejemplo, la IgGl y 2a provocan dcgranulación y liberación de 
mediadores por las células cebadas (mast cclls). In vitro los linfocitos a los que se han unido 
complejos antígeno-anticuerpo bajan su número de receptores y detienen su proliferación ( 109). 

Cuando el complejo antlgcno-anticucrpo se une a su rcecptor, se intcmaJim y la 
presentación de antlgcno es potenciada de 10 a 100 veces lo cual significa que se noccsitan 10 a 
100 veces menos anUgcno para evocar respuesta de activación de linfocitos T (l IO). 

Para que se pucd:1 dar la unión con los complejos inmunes se requiere: 
• Unión monovalente entre Ig(J-Ag-reccptor lg(J. 
- Interacciones con otras lgG y receptores vecinos 
- Rcarrcglo de los complejos unidos en a¡¡regados mayores para alcanzar una 

concentración efectiva de complejos sobre la superficie celular que pennitan su ingestión 
(lll). 

Los mecanismos efectores de las irununoglobutinas son controlados por su región Fe 
y los receptores para esta región presentes en diferentes células, de los que se trata a 
continuación. 
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RECEPTORES Fe 

Las inmunoglobulinas interaccionan con moléculas presentes en la membrana de las 
células conocidas colectivamente como receptores Fe (FcR) ya que enlazan la porción 
cristalizable de las lg. La mayorla de los FcR, incluidos los de la lgG pertenecen a la superfiunilia 
de las lgG's. Para el humano y ratón los genes de la mayorla de los FcR se localizan en el brazo 
largo del cromosoma 1 (banda q23-24 en humano) (5, 112, 113). 

Cada inrnunoglobulina presenta un receptor especifico, pero, considerando que la lgG es 
la m:ls abundante de todas, no es de extrañarse que los receptores para ellas (FcrR) sean los 
que más atención han recibido. 

Los FC'(R son el enlace entre la respuesta celular y humoral del sistema inmune, ya que 
la asociación de la JgG a los receptores provoca efectos como: Liberación de Jcucotrienos, 
prostaglandin:lS, enzimas bidroliticas, IL-1, JL-6 y TNF-a. Se involucran en la ADCC, 
fagocitosis, activación del estallido respiratorio¡ eliminación de complejos irununcs, regulación 
de producción de anticuerpos. Las formas solubles de ellos denominadas también lgG 
binding facto", tal vez ayuden al control de los niveles de lgG soluble (5, 108, 112, 114, 115, 
116). La respuesta biológica desencadenada por la unión JgG-FcrR dependen del grado de 
difcn:nciacióo de la célula y la divcr.idad estructural yde expresión de los FcrR (117). 

Los estudios sobre las caracterlsticas de los FcrR comenzaron en la década de los 70's y 
mostraron que habla varios tipos de ellos distinguibles en un inicio sólo por su capacidad de 
cnla2ar IgG en forma monomérica o agregada, asi como por sus sensibilidad a tripsina y la 
capacidad de regenerar.e después de tratarlos con ella (118, 119, 120, 121). Destacan los 
trabajos pioneros de Unkclcss (119) que empicando la linea de células de ratón P388 e lgG 
radioactiva de difcn:ntcs subclases llegó a cuantificar Jos receptores presentes sobre ellas, 
logrando también distinguir al menos dos receptores diferentes. Aún con sus limitaciones, sus 
resultados marcaron la pauta para posteriores investigaciones. 

Las especies seleccionadas para el estudio fueron principalmente ratón y humano, 
aunque existen reportes para otros organismos como cobayos donde se han descrito 2 diferentes 
FcrR y ratas (111, 122). 

Al pasar los años, se fueron descubriendo los rasgos particulares de estas moléculas: 
peso molecular, afmid:idcs a diferentes temperaturas y fuer7as iónicas, distribución, 
organización génica y sus moduladores. A este respecto, los primeros estudios donde se 
observó eíecto inductor a la exprcsióri. de los FcyR se realizaron con medios condicionados de 
difcn:ntcs tipos celulares estimulados con mitógcnos y que fueron probados sobre diversas 
poblaciones de células sanguineas normales y Jeucémicas (122, 123, 124, 125, 126), donde se 
apreció también que el número de receptores cuantificado ;n vivo o in vltro puede ser influenciado 
por la concentración de IgG (127). 

Los FcyR son ejemplos de moléculas con dominios conservados combinados con 
secuencias divergentes para incrementar sus funciones. Como miembros de la supcrfamilia de 
las lgGs, comparten caractcristicas c.ontuncs. Todos tienen la secuencia lidcr en 2 exoncs, las 
diferencias se dan en los genes para los dominios intracelulares y transmcmbranales (J 12, 128, 
129). La complejidad mostrada en los estudios provocó que se tomaran acuerdos para su 
nomenclatura que señalan que: 

- Se debe empicar una letra griega para identificar a las lgG's que enlazan. 
~ Se debe empicar un nümero romano que indique el orden en que fue descrito el receptor 

del que se habla. 
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- Distintos genes dentro de un mismo grupo son denominados por letras mayúsculas del 
alfabeto A, B, C ... Z en ese orden. 

- Transcritos diferentes del mismo gen se designan con la minúscula del gen que los 
codifica y un número arábigo en orden creciente que indique su orden de descripción (al, a2, 
bl, b2 etc). 

- Si hay subunidadcs de proteína asociadas se describen con una letra griega. 
Así pues, FcyRIIIAa indica que se trata de la cadena de i.1 subunidad alfa del receptor 

para inmunoglobulina gammo tipo 3, codificada por el gen A ( 112, 128). 
Los dominios cxtracclularcs de los receptores Fe presentan homología con los dominios 

Cy2 de las inmunoglobulinas, aunque los bucles de los FcyR son más pa¡ncños que los de otros 
núcmbros de la familia, ya que en ellos son de 43 a.a .. mientras que para el resto son de 60 a 80. 
Estas estructuras son demasiado cortas para pcnnitir una predicción confiable de su plegamiento 
comparado a un tipico dominio lgG (108, 114, 128). 

Por su parte los FcyR de ratón están también cercanamente asociados con las 
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad la ( 130). 

A los FcyR se les podrla dividir en 3 grupos: 
- El FcyRI humano y de ratón cuya caractcrlstica más distintiva es su alta afinidad por lgG 

monomérica 
- FcyRll de humano y FcyRilb de ratón earacteri1.ados por su amplia distribución 
- fcyRIU transmcmbranal de humano y FcyRlla de ratón gracias a que son los mfis 

numerosos. 
Dentro de cada grupo se presentarla homología en los dominios cxtracclu1ares (que se 

mantiene a nivel intcrgrupos). L3 homología se mantendría en la región transmembranal 
intragrupos (50-76%), pero esta desaparece entre los grupos (0-33%), para finalmente carecer 
de homologla intra e intergrupal en lo región citoplásmica (16-27%) excepto para el grupo 2 (128). 
En la figura J se muestran las estructuras de los FcyR. 

A continuación se describen algunas características de los FcyR de cada grupo. 

RECEPTOR PARA INMUNOGLOBULINA G TIPO I 

FcyRI: Receptor para irununoglobulina G tipo l. Este receptor presenta alta afinidad por 
monómeros de lgG. La molécula humana pesa 70 kD y la de ratón 67 kD (5, 121). Está muy 
gticosilado, si se le retiran los azúcares su peso se reduce a 55 kD. Se encuentra presente en 
mocrófugos (15 a 40 x 1011 célula), monocitos y ncutrófilos tratados con IFNy (5). El taller 
internacional de antígenos de diferenciación designó a este receptor como CD64(l12, 128). 

El receptor humano es reconocido por los anticuerpos 32, 62, 22, 44 y 197. Los abs 22 y 
44 se unen al mismo cpitopc, que es diferente al que reconocen 32 y 62 que también presentan 
un mismo sitio de unión. El 197 reconoce los mismos cpltopcs de los 4 abs mencionados, además 
de presentar la capacidad de unirse al FcyRI por su porción Fe ya que es IgG2a de ratón. Esta 
característica le pcnnite ser el único que inhibe el enlace de IgG al receptor (131, 132). No se han 
reportado anticuerpos contra el rcc.cptor l de ratón. es por ello que los reportes acerca de sus 
funciones son tan limitados. 

A pesar de la carencia de anticuerpos contra el FcyRI de ratón, éste fue aislado de la 
linea P388 mediante el uso de oligonuclcótidos. Muestra 4 posibles sitios de N glieosilación. En 
el ratón también se Joca]iza en el cromosoma l (133). La comparación de receptores entre 
especies señala que se presenta 65-75% de homologla con el FcyRI del humano en la rogión 
cxtracclular y t1:1.mmcmbranal, pero en la región citoplasmática el de ratón es 22 a.a. mayor (84 vs 
63 a.a.) y la homologla baja a 25%(5, ll2, 128). 
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Fc'YRI 

Figura 3. Estructura de los receptores Fe para lnmunoglobullna G. 
Los óvalos grandes representan los dominios tipo lgG, los rectangulos los dominios 
transmembranales, la linea en zig-zag el enlace gllcosil-fosfal!dilinositol, la cadena de 
circulas los dominios citoplasmAticos. Se muestran también las cadenas gamma y dzeta 
asociadas al receptor lll·A (Tomado de referencia 150 con modificaciones). 
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Por otra parte, el receptor J es muy similar en todos los humanos1 aunque existen 
individuos que no lo presentan. Es n:ciclable en los monocitos, no asl en la linea U-937 (5). 

El receptor humano presenta el siguiente orden de afinidad por mooómeros de lgG 
humana: lgGl=lgG3>»1gG4 no interactúa con lgG2. También puede cnla= lgG's de ratón 
con la siguiente afinidad: lgG2a> lgG3 »>lgGI, 2b (5, 128). 

Por su parte el receptor de ratón cnlai.a sus propins IgG con el siguiente patrón: 
lgG2a,2b>lgGl>»lgG3, mientras que la afinidad por las lgG humanas es 
lgG3>lgGl>lgG4»1gG2 (5, 128). 

Dada la afinidad por lgG monomérica en ambas cspccics1 se piensa que su acción 
pudiera ser obstaculizada por la lgG en plasma (134). 

La interacción lgG-Fc-¡RI involucra al dominio Cy2 de la lgG asl como los dominios tipo 
lgG del propio receptor, de los cuales 2 son idénticos a los de los Fc-¡R 11 y 11~ pero el Jo. 
muestra poca similitud. por lo que se propone que este dominio es el que confiere la alta afinidad. 
La valencia del Fc-¡RI por la lgG es 1 (5, 112, 128, 135). En el humano se presentan 3 genes 
diferentes organizados en 6 exoncs, 2 codificando para el péptido scñaJ1 1 para cada dominio 
tipo IgG y 1 para las regiones transrnembranal;;itoplasmática. Los genes originan 
lranscritos de 1.7 Kb o de 1.6 Kb en respuesta al IFNy (136, 137). 

Se presentan 3 distintos cDNA's que codifican para 292 a.a. cxtracclulares con loo 3 
dominios tipo IgG, una región transmcmbrnnal de 21 a.a. y un dominio citoplasrnático de 31 
ó 61 a.a. cargado. Recientemente se ha reportado que uno de los genes codifica para un receptor 
soluble (136). 

El receptor tipo 1 presenta asociación con un homodlmero de la cadena y del fc;¡¡RI en los 
macrófagos normales, no nsi en las células lcucémicas. Esta subunidad no es indispensable para 
su expresión, a diferencia de lo que ocurre con el Fc-1Rlll (ver más adelante) (136). 

EFECTOS Y REGULACION DE LA EXPRESION DE FcyRL 

La expresión del Fc-¡RI se ve incrementada por IFNy y lipoprotclnas de baja 
densidad. IL-6 incrementa la ADCC mediada por FeyRI sin afectar sus números, mientras que 
IL-4, desciende sus niveles. Los Glucocorticoidcs inhiben su aumento en PMN mediado por 
lfNy (5, 7, 90, 92, 138, 139). 

M.CSF incrancnta los receptores para Fe tipo 1 pero no en niveles significativos (93). 
IL-1 incrementa sus mimeros en la linea monocitica humana TIIP·I, sinc:rgizando con IFNy 
para este efecto (140). IL-10 incrementa su expresión en monocitos humanos (141). IFNa y 
GM.CSF incrementan su expresión. IL-lp, IL-2, TNFa y TNfll aumentan sus niveles si se 
combinan con PMA (7). 

Pacientes con carcinoma escamoso de la faringe o boca tratados con G.CSF 
subcutáneo durante 24 hrs después de la quimioterapia, prescnlaroo un incn:m:nto de Fc-¡RI In 
que origina aumento en la ADCC sin embargo~ la inducción /n vitro por este factor sobre tas 
células de los pacientes es muy débil (142). 

Erbe (143) reporta que G.CSF incrementa la lisis de EA en HL-60 mediada por este 
receptor pero sin incrementar su número, lo cual demuestra que la ADCC puede estar 
relacionada o ser iadependicnte de un incremento en el número de FeyR. 

La Dexonu:tasona (DEX) también incrementan Fc-¡RI sobre mooocitos humanos en 
combinación con IFNy, pero pn:smta el efecto contrario en las lineas HL-60 y U-937, donde 
inhibe al IFNy en su inducción y los niveles basales de receptores, asi como también los 
receptores en los polimorfonuclcarcs (PMN) (7, 144). 
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El receptor tipo l part1c1pa en la liberación de anión supcróxido, media fagocitosis, 
ADCC, secroción de IL-6, TNF-a (S, 136). La activación de la NADPH oi<idasa en PMN es 
mediada por FyRI (104, 137). Los FcyRI inducidos en ncutrólilos por IFNy les penniten matar 
blancos cxtracclularcs e hibridomas (142, 143, 144). IL-6 incrementa lisis de EA en la U-937 
a través del receptor 1 (6). Los macrófagos de una cepa que no responden a cndotoxina debido a 
bajos niveles de FcyR, lo hacen si se tratan con IFNp, ya que este incrementa la afinidad del 
FcyRI (145, 146). 

Eu el estudio de los mecanismos de acción del FcyRI se han empleado todos los 
anticuerpos monoclonales contra el receptor humano. Se ha observado que cStos ab 
potenciaron la lisis de hibridonu.s, pero para cito es necesario entrecruzamientos con los otros 
roccptorcs o empicar ni.is de 1 anticuerpo al mismo tiempo (131). Asl por ejemplo: 

El FcyRI media la producción de supcróxido en monocitos y en la U-937, pero para ello 
era necesario emplear primero al anticuerpo 32 y postcrionnentc un ab dirigido e-0ntra él. El efecto 
era dosis dependiente del 2o anticuerpo y duraba ro.is de 90 minutos. presentándose una 
cstimulación grande en los 3 primeros minutos (147). El efecto es el mismo si se empleaba en 
vez del secundario 2 anticuerpos contra el FcyRI (32 y 22) que reconocen diferentes sitios del 
rcccptor(147). 

Si se emplea el anticuerpo 197, que reconoce 2 sitios del receptor y además se une a él 
por su Fe ya que es lgG2a de ratón, no era necesario empicar otro anticuerpo para Ja generación 
de superóxido, a menos que se le cortara la porción Fe (147). 

Si las células se volvían a estimular con PMA o JgG se reactiva la liberación de 
supcróxido. lo cual indica que 1a suspensión no fue por inhibición de la oxidasa. Este efecto 
parece depender también de la asociación con citocsquclcto (147). 

Aún cuar.do el FcyRI está ocupado. la generación del supcróxido se detiene, pero el 
que se welva a reactivar indica que no se paró por agotamiento del sustrato, ni por 
intcmalización del receptor ya que se requieren ni.is de 90 minutos para ello. Hay 2 posibles 
hipótesis para explicarlo:- La activación dura mientras el ligando está ocupado, lo cual implica 
que el núximo de respuesta se da al llegar a la constante de equilibrio 

- Cada receptor manda sólo una señal aun cuando sigan ocupados, por lo tanto, la emva 
darla una relación lineal y el efecto se detendría cuando todos hubiesen enviado su señal, que 
parece ser lo que encontraron (147). 

RECEPTOR PARA INMUNOGLOBULINA G TIPO 11 

Los FcyRll son los de más amplia distribución. Se les encuentra en ~¡ todas las 
células sangulncas, sólo las NK no los poseen. Se le ha reportado rambién en placenta y en 
células Langherhans, pero su función en ellas es desconocida. Su número varia desde 1000 a 
4610 FcyRll en plaquetas según el conteo con abs (148) mientras que se reportan 100000 en 
mactófagos de ratón y de 7300 a 38000 FcyRll por célula en los monocitos humanos (135). El 
peso reportado para la molécula es de 40 kD ó 29, 31, 33 y 36 sin azúcar tanto en ratón como 
humano (112, 128). 

Su alinidád por monómcros de lgG es tan baja que no ha podido evaluarse (112, 135). Su 
utilidad radica en su capacidad de cnlaz.ar a los complejos inmunes y que ha pcnnitido dctcnninar 
las siguientes afinidades para complejos lgG de ratón y humano en ambas especies: 

FcyRil humano cnl31.3 lgGl=lgG3»lgG2>1gG4 propias. Su alinicLid por las de 
ratón es lgGl=lgG2b»lgG2a>lgG3 (5, 136). 
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Por su parte el receptor de ratón enlaza las JgG propias en el siguiente orden 
!gG2b=lgG2a>!gG l»JgG3, mientras que las JgG humanas son unidas por este receptor con 
el siguiente patrón !gG3>lgG!>!gG4»lgG2 (S, !!2, 136). 

Para la interacción con las !gG's, nuevamente el dominio ey2 es el importante (112, 136, 
137). 

Se le ha denominado eDw32 y todos los anticuerpos que lo reconocen inhiben el enlace 
de los complejos. En humano se han reportado los siguientes anticuerpos: IV.3, KuFc79 y 2el 
(131). El antieuelj)O 2.402 es el único reportado contra un FeyR de ratón (118). 

El "prototipo" de este receptor lo constituye el FcyRJl del ratón. En este mamlfcro se 
han aislado 2 diferentes cDNA's denominados bl y b2 que se derivan por maduración alternativa 
de tos cxor~ que codifican para el dominio citoplasmático, dando protcinas con una diferencia 
de 47 a.a. de longitud. La expresión de b l ha sido descrita en linfocitos, mientras que la b2 es 
expresada en macrófügos ( 128). 

En humano la situación es más complicada. Existen un mínimo de 3 gi;ncs que originan 6 
transcritos que generan proteínas con 180 a.a. c.xtrn.cclularcs con 2 dominios JgG, región 
transmembranal de 24-26 a.a y citoplasmátiea de 76, 42 ó 44 a.a.(! 12, 128, 136). 

Del gen IIB se derivan 3 transcritos por maduración diíercnci:tl en Jos exoncs que 
codifican la secuencia scilal o la región citop!asmátiea, lo que genera difcrenci.ls en la región 
citoplasmática (2 de ellos) y en 1 varia el ClCón que codifica para el péptido seilal (148, 149). 

Los transcritos de ne son hallados en mooocilos-rnacrófagos, linfocitos y células 
plnripotenciales, mientras que no se detecta en NK, neutrófilos y lineas de linfucitos T. ·De los 
receptores para lgG solubles, es posible que uno de ellos derive de este gen (114, 148). 

El gen !JA genera 2 transcritos de 1.8 y 2.5 Kb como resultado de una poliadenilación 
alternativa. mientras que IIC genera un transcrito de l.8 Kb. JIA es diferente a DB en la 
secuencia señal y dominio citoplasmálico, diferente a IIC en la secuencia señal, mientras que IIB 
y ne solo presentan diferencias en la secuencia seiial. El gen de llA es igual al del FcyRIJJ de 
ratón y ne al FcyRll (128, !36, 148, 149, ISO). 

La importancia de tanta variación en humano no está bien comprendida, pero para el 
ratón se ha mostrado que un cambio en la región citoplásmica consistente en la inserción de 47 
a.a. convierte a un receptor capaz de intcmalizar por cndocitosis via sitios de mvoltura 
conteniendo clatrina y de producir fusión con Hsosomas en una forma carente de estas propiedades 
(137). 

Se supone que esta variedad de receptores genera un rango amplio de señales al cola.lar 
su ligando. nA y ne son ClCpresados en macrófagos, ncutrófilos, HL-60 y KS62, oo se les 
encuentra en linfocitos o NK. No se sabe que gen paráFeyRn se expresa en las plaquetas (148). 

El gen para HA presenta dos alelos que pueden diferenciarse gracias a su capacidad de 
cnlaz.ar lgG, por su capacidad de hacer rosetas, sus patrones isocléctricos, su mediación de 
ADee y la respuesta prolifcrativa de linfocitos Ta anti-CD3 de subtipo JgG! (137, 151). Esto se 
debe a que a nivel de DNA se observó un cambio de una Guanina por Adcnina en la posición S 19, 
que trae como consecuencia una sustitución en la posición 133 de la proteína de una histidina por 
arginina. lo que da los fenotipos HR (High Responder) y LR (Low Responder). Se cree que el 
cambio en el DNA en la posición S 19 es una mutacióo, ya que es parte de un dímero epG, un 
sitio de mcti!ación de DNA humano y una "mancha caliente" para mutaciooes debido a la 
desarninación de metilcitosina a timidina (!SI). 

Se han reportado otras diferencias en los a.a. asociadas coo los fenotipos: HR his 133 y 
gin 27 vs arg 133 y cys 27 en LR (137). La li1:cucncia de distribución hace supooer que 
hay 2 alelos, N y n, dando los genotipos NN o Nn coo respuesta buena y el roo:sivo nn (140, 
148). La distribución de alelos varia entre las poblaciones as~ para los Chinos, SO% presentan 
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genotipo LR siendo completamente sanos, mientras que en los caucásicos es el 20% de la 
población la LR (151). 

EFECTOS Y REGULACION DE LA EXPRESION DEL FcyRil 

La opinión general era que no existe ninguna molécula con la propiedad de incrementar Ja 
expresión de este receptor en ratón o hurrumo, sin embargo, existen varios reportes que 
scñalrui incremento cu sus niveles en respuesta a: 

GM-CSF y G-CSF que aumenlan su expresión en 2% sobre la línea U937 (152). Erbe 
(143) independientemente reporta un incremento similar sobre la U937, pero no lo considera 
significativo. 

Los medios condicionados de linfocitos estimulados con fitohemaglutinina incrementan los 
FcyR!l (152). Ratones defectuosos en su respuesta a LPS tratados con lFNP incrementan sus 
FcyRII y mejoran su respuesta (145, 146). 

JL-6 incrementa sus niveles sobre la WEHI y Ml, en este estudio, el incremento sólo 
se detecta a nivel de mRNA, no de protclna (153). El FcyR!l no varia por tratamiento con 
lFNy, GM-CSF, G-CSF y glucocorticoides en el estudio de Huizinga (137), mientras que para 
Gmtagge (7), lFNtt, lFNy y GM-CSF lo incrementan, al igual que lL-lp, IL-2, TNFa o 
TNFp si se combinan con PMA. El efecto es inhibido por dexomctasona. Por otra parte, se ha 
reportado que lL-4 reduce su expresión (138). 

Adcm4s de los reportes donde se seña.la aumento en fa expresión de este receptor en 
respuesta a diferentes estímulos, SI.! ha reportado potenciación o inhibición de sus funciones sin 
afectar su número, de esta forma, se ha demostrado que: 

En los PMN el G-CSF, GM-CSF, JFNy y TNFn incrementan la capacidad de matar 
hibridomas a través de este receptor (143). Por otra parte, las enzimas proteolítieas incrementan 
su afinidad al igual que la adcnosina que controla sus funciones sin afectar su número. Los 
inhibidores de proteasas debilitan sus funciones sin reducir su expresión (5, 138). 

Entre las funciones que controla el FcyRll se encuentran la fagocitosis, participa en la 
liberación de supcróxido, liberación de enzimas lisosomalcs y de 11'1F-a. aunque para ello las 
células deben exponerse a enzimas protcoliticas. Es señal negativa para linfocitos B en su 
proliferación y producción de lg(i si se une a lgG de membrana (5, 136, 151). 

La fusión T. gondii con la vacuola digestiva falla cuando entra vfa FcyRJlb siempre y 
cuando este receptor presente sus dominios citoplasmáticos completos y el parásito se 
encuentre vivo a la hora de ser ingerido (154). 

La activación de NADPH oxidasa y la liberación de gránulos por ncutrófilos es mediada por 
este receptor (137). 

La secreción de mediadores y agregación de las plaquetas es controlada en humanos por 
FcyRll y se ha empicado como modelo de estudio para conocer las rutas de señalización de este 
receptor. 

Las investigaciones han permitido conocer que ta generación de señales requiere del 
domirüo Fe completo y un anticuerpo, y que la reacción puede ser diferente en HR y LR aunque a 
la fa:ha, no se sabe cual es la importancia de la diferente responsividad (148, 155, 156). 

Para explicar la respuesta de las plaquetas existen varias hipotcsis: 
- Se piensa que existe enlace simultáneo entre el antigcno y el Fe por el anticuerpo lo que 

inmobiliza al FcyRll y desencadena la respuesta 
- Que se presenta oligomerización de receptores para el envio de la señal 
.. Que se da una fonnación de complejo inmune entre anticuerpo y plaqueta para 

posteriormente activar otra plaqueta a través de Fe libre del anticuerpo 
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- Que se da la fonnación de un complejo FcyR·anticuerpo-antlgcoo que genora la 
agregación de antlgcnos, lo que a su vez provoca la activación de la plaqueta. 

Este último modelo ha sido probado para linfocitos T con CD3 y macrófugos con FcyR, 
de aqui se originan 2 SCllalcs, una por el antlgeno y otra por el FcyR (156). 

RECEPTOR PARA INMUNOGL08ULINA G TIPO W 

Los gaies del FcyRUI de humano y ratón son reconocidos como homólogos por su 
distribución, organh:aeión, secuencia y fwición. Se describió primero el gen de ratón a partir 
de lineas de macrófagos. La protelna pesa 50-80 kD, es una sialogliccprotcína que después de 
tratamiento con N g]icanasa origina fürmas de 33 ó 29 kD o ambas, mientras que olros 
tratamientos sobre ncurrófilos generan formas de 21-24 kD. Este receptor se designa como 
CDl6 (112, 136, 137). 

El FcyRUI no enlaza monónicros de lgG, al igual que el FcyRll. sólo enlaza polimcros 
con afinidad media (112, 128). Sus carbohidratos parecen importantes en el enlace ya que formas 
sin azúcares no enlazan la lgG, algo que no se ha observado en otros receptores Fcy (112, 128). 

Los estudios en ratón y humano han arrojado los siguientes resultados en cuanto a 
afinidad por JgG: . 

Receptor humano por lgG humana JgGl=lgG3»>lgG2=JgG4. Para lgO de ratón 
lg03>ig02a>JgG2b»JgOI (5, 112, 136). 

Por su parte el receptor de ratón por su propia fgG muestra un patrón 
Jg02b>lg02a>lgGl»lgG3, mientras que para los anticuerpos humanos el orden es 
Jg03>lgOl>JgG4»JgG2 (5, 112, 136), 

Los monocitos en circulación no presentan FcyRJII sino hasta que se les cultiva in vitro. 
aunque en los macrófagos maduros es el nxcptor más abundante. Se presenta también en PMN. 
NK, células rnescngliales de riñón y trofoblastos de placenta aunque en estos dos últimos tipos 
celulares se desconoce su función. En ncutrófilos existen de 100 a 300 mil FcyRIJI por célula 
(137), 

Parocc que los dominios Cy2 de este receptor al igual que en los otros FcyR también sen 
importantes t.'11 Ja unión de la lgG ya que algunos estudios sci\alan que el sitio involucrado en el 
enlace es el residuo 235 Ocucina) de la región NH2 tcnninal del dominio JgG Cy2, aunque no se 
conoce si éste es eJ único sitio (137). 

Los anticuerpos monoclonales diseñados contra el receptor tipo 111, son 308, 873.1, 
Leul 1 y ID3. El primer FcyR rccooocido por anticuerpos monoclooales fue prccisamcn!c el tipo 
111 con el ab 3G8 (131, 132, 157). El ab 873.1 reacciona con el FcyRIJI presente en 
ncutrófilos y NK. bloqueando el sitio de unión de JgG. El anticuerpo moooclooal ID3 distingue 
entre los productos de los 2 genes humanos, mientras que el 873.I parece distinguir un 
cpftopc cspecUico del receptor de las NK. Se ha dctcctado un aloantlgcno en el FcyRBllI 
humano que es reconocido por autoanticuerpos en pacientes con ncutropcnia autoinmune 
(158). Al receptor FcyRIJI de ratón en un inicio se le clasificó como FcyRII debido a que presentó 
rcactividad con el anticuerpo 2.402 (l 18, 131, 132). 

En esta especie, sólo se reconoce un transcrito para esta molécula ceo una longitud de 
1 .6 Kb y que es 95% homólogo con el FcyRll en la región cxtracclular. L:is difcioncias se dan en 
las regiones transmcmbranal y citoplasmática. Su eficienoia de trnnsfocción es 1-2% 
comparado con el FcyR!I, pero esta se ve aumatlada de 50 a 100 v= si se transfcctao al 
mismo tiempo los genes que ccdifican para la cadena y del Fa:RI. De estos estudios se danostró 
que el FcyRIJI está compuesto de cadalas a que enlazan Fe y cadenas y o ~ del Fa:RI y 
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del complejo TCR/CD3 1"SpC(tivamcnte que evitan su degradación en el rctlculo 
erdoplasimtico adaMs de sor responsables de la transducción de soilalos. La mayoría de los 
rcccptorcs se asocian ooo la cadena 1 ( 159). 

El sistema humano prosonta 2 genes para FoyRIII denominados A y B localizados en el 
cromosoma 1 y ostrechamatte unidos, con una homologia de 99%, pero donde un simple cambio 
de base en el ood6n 234 U por C ha convertido el oodón do tenninacióc UGA en el gen 1 (o B en 
ratón) en COA en el gen 11 (o A en ratón), con lo que el gen 11 produce una protelna 
transmcmbranal. El gen 11 codifica para 190-210 a.a. cxtracelularcs con 2 dominios tipo lgG 
S<gUidos por 21 a.a. hidrofóbicos y 4 hidrofilicos, mientras que la fonna 1 codifica para 25 a.a. 
hidrofilicos (112, 128, 136, 137). El producto del gen B está anclado por un enlace fosfutidil 
inositol glicano (GPI) gracias al cambio en el a.a. 203 phc en A por ser en B. Si so manipulan 
gcnéticnmentc. se intcrconvierten. lo cual demuestra que es el cambio en ese a.a. el que controla 
el enlace GPI (157). Por otra parto, la proteína cambiada CDl6-l no se expresa en membrana, 
lo cuaJ hizo pensar que tal vez se encuentra asociada a otras cadenas. A diferencia de otros 
antlgcnos donde también se encuentran fonnas transmcmbranalos y ancladas por GPI, los dos 
tipos de CD16 no se expresan en una misma célula (157). 

Las difcraicias en la región citoplasmática comenzaban a sospecharse al realizar estudios 
en pacientes con hcmoglobinuria paroxima1 nocturna. cuyos ncutrófilos C.lfCCÍan de FcyRIII, 
pero no a.i;i sus macrófagos. En estos pacientes también se observaban los rcc.cptores solubles y 
un alto nivel de una fosfolipasa C especifica para GPI. Otra evidencia de la diferencia fue que 
en NK donde sólo se· presenta el receptor tipo 111 un anticuerpo dirigido contra el potenciaba su 
citotoxicidad, pero al tratarlos con una fosfolipasa especifica, se observó que no se liberaban 
los roceptorcs, por lo que se dedujo que presentaban anclaje diferente ( 108, 160). 

Al igual que en el ratón, el FoyRlll-1 humano necesita cooxprcsión de la cadena 1 del 
FcsRI o con la cadena ~ del complejo CD3ffoR para que su transfceción sea eficiente, 
condición no ncccsaria para el producto do lllB. Los transcritos de la cadena 1 so hallan en NK 
y macrófagos que no expresan el FcsRI, pero si el FoyRlll, lo cual implica un posible papel 
en la función, expresión o ambos (137, 161 ). La diferencia de las cadenas asociadas podrla 
ser la que determina la capacidad citotóxica do la célula portadora (137). 

En el humano el FcyRlll presenta alelos que permiten definir las formas NA (Neutrophil 
Antigon Systcm) debido a su respuesta a abs, NA 1 responde más que NA2. Los del tipo NA2 
tambi~n fagocitan m::~ EA. L:ls diferencias h:llladas a nivel de a.a. todavía no han podido 
asociarseconclpolimorfismo(l37, 162, 163). 

FcyRIII presenta formas solubles originadas de ncutrófilos por ruptura del enlace GPI y 
de NK por tratamiento con los ésteres de forbol. En NK si se empica 1, 10 hidrato do fenantrolina 
que inhibo las mctaloprotcasas al quclar Zn, Co y Ni se detiene la liberación del FoyRill. La 
mctaloproteasa que controla este proceso parece encontrarse en membrana (161 ). Por otra 
parte la liberación de los receptores por ncutrófilos no está controlada por una mctaloprotcasa 
sino, como ya se mencionó; por una protclna cinasa. Algunos estudios indican que la fonna 
soluble también podrla originarse del FoyRJla (136). 

EFECTOS Y CONTROL DE LA EXPRESION DE FoyRlll 

El FoyRlllb es inducido por IFNy y TGFP, no se conoce quien induce el tipo lila. El 
tioglicolato también lo induce en macrófagos. Es inhibido por glucocorticoides y TNF-« (lllb) 
así como por IL-4. La adenosina también controla. sus funciones pero sin hacer cambios en su 
número (5, 112, 128, 136, 13g, 143). 
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La Dcxomctasona sola o combinada con IFNy incrementa sus niveles hasta en un 30o/o. 
aunque no se sabe si el incremento es de relevancia para las funciones (144). FcyRIII es inducido 
por el dimctil sulíóxido (DMSO) en la linea HL~O (152). 

La incubación durante 2 hrs con PMA hace perder a las NK su capacidad para ADCC 
debido a la pérdida de sus FcyRlll, algunos de los cuales son liberados como protelnas de 29 kD. 
El efecto de PMA Limbién se presenta en PMN (161). 

Entre los efectos que controlan estos receptores se reporta que: 
El CD16·1 no media la ADCC ni la li~ración de enzimas y gránulos o la fagocitosis, 

por lo que se postula que sólo es una trampa para los complejos inmunes que no activan 
ncutrófilos. Se sci\ala que puede mediar ta ADCC y la fagocitosis sólo si actúa en forma conjunta 
oou FcyRJI sugiriendo que es necesario alcanzar un cierto umbral de concentración antes de que 
•ctúe y potencie el efecto a través del receptor 11. Sin embargo, existen otros reportes donde 
se seil.'lla que FcyRllI si puede mediar fagocitosis por parte de los neutrófilos de bacterias no 
opsoniz.adas si estas poseen substancias similares a lcctina en su superficie y que en el ncutrófi1o 
puede mediar destrucción de blancos cubiertos con IgG y regular la producción de esta molécula 
en células B al ser liberado asl como inhibir su actividad al adherirse a las lgG de su superficie. 
Esta situación donde el ligando es receptor y el receptor es ligando se ha obser\'ndo antes para la 
regulación de producción de lgE (137). 

En la leucemia crónica mieloide (CML), la fagocitosis por parte de los ncutrófilos es 
menor, y esto se atribuye a que se presenta un descenso de entre 15 a 60% en sus niveles de 
FcyRlll, que son los encargados de mediar esta función ( 164). 

Por otra parte, el CD16·11 si media fagocitosis y liberación de supcróx;do asi como ADCC, 
liberación de enzimas y gránulos lisosomales (5, 136). Algunos individuos con Lupus pueden 
carecer del FcyRlllb, al igual que individuos sanos donde no se presentan alteraciones en su 
respuesta irunune sin que se tenga una explicación convincente para ello (137). Las NK atacan 
tumores y presentan ADCC a través de sus FcyRlll (116) y dado que es un receptor diferente al 
presente en ncutrófilos y que es el \mico que poseen. se ha tomado como modelo para estudiar 
señales de transducción. 

En las NK, la ocupación del FcyRlll por su ligando o el uso de anticuerpos contra el 
receptor provoca el incremento de Cn+2 , fonnación de inositol trifosfuto, la fosforilaci6n de la 
cadena t; de CD3 y de las fosfolipasas PLC-yl y PLC-y2, por lo que se piensa que una 
protelna denominada p56lck está asociada o es fisic.a.rnt.-nle inducida Ocspués de la unión del 
ligando, ya sea por las cadenas y o t; o alguna otra protelna cinasa (159). Postcñorrncntc 
se da la transcñpción de citocinas y la activación de la ADCC (157, 161, 165). 

El mecanismo que acopla FcyRlll con la fosfolipasa se desconoce aunque se postula 
que pueden participar protcinas G o protein-tirosina-cinasas (PTK). Sin embargo, los estudios 
indican que en las NK no se involucran protclnas G, mientras que las PLC se inhiben con un 
inhibidor de PTK. 

Como se ha podido apreciar, los FcyR presentan traslape de funciooes adem3s de que el 
entrecruzamiento (ocupación de más de un receptor por el antígeno o participación de varios 
receptores) parece ser importante. No obstante, al parecer si prcscnlan funciones especificas, 
por ejemplo: Para el sistema de ratón, FcyRllb2 media intcmalización y conducción a lisosomas 
de los ligan dos en fibroblastos transfcctados, mientras que FcyRllb 1 carooe de esta propiedad. 
Por otra parte, el dominio b 1 citoplasmático es fosfoñlado en señna para el ratón, pero esto 
no ocurre en el humano, donde una maduración alternativa del exón que Jo codifica provoca la 
pérdida del sitio de fosfoñlación, por lo que el papel de ésta en la función del receptor humano 
es incierto (112, 128). 
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Por otra parte, se ha observado que en el humano FcyRIIB intemaliza en forma diferente 
blancos cubiertos con lgG y parece que ello depende de la región citoplásmica, por lo que se 
piensa que el enlace a olras moli!culas podria ser necesario para su com:cta función. La 
diferente expresión de llB respecto a IIA y IIC indica que los 2 últimos se traslapan en funciones 
efectoras de fagocitos, mientras que llB se relaciona a funciones de linfocitos (128). 

El FcyRlllb es el único en los linfocitos B humanos y es capaz de inhibir su activación 
mediante el enlace de las lgG de su membrana, no ocurre cndoc:itosis mediante este receptor, con 
lo que se previene la presentación de antlgenos irrelevantes que pudieran haberse unido al receptor 
comoparle decomplcjos inmunes (166). 

Por su parte, el FcyRI inducido por IFNy sobre PMN parece mediar la ADCC, núcntras 
que los otros receptores no participan ( 144). 

El ejemplo más claro de la relación función estructura lo aporta el FcyRllIA, donde la 
conservación de la estructura transmcmbranal y en menor extensión la citoplásmica parecen 
indicar que son esenciales para la ADCC, mientras que la asociación con y o t; origina envio 
de señales diferentes a través de ellos (128, 159). 

La mediación de señales por los FcyR también es dificil de entender dada su 
heterogeneidad. El aclarar el papel de cada FcyR en la seilaliz.ación se veria favorecido por el 
estudio de subunidadcs especificas en células carentes del resto de ellas. Por otra parte, se 
ncc:csit.a también contar con anticuerpos monoclonales contra los receptores do ratón ya que 
en estos organismos es en los que se desarrollan la mayoria de los estudios acerca de la biologia 
de estas moléculas. El uso de los ah monoclonales contra los FcyR de ratón asl como los que 
ya existen contra células humanas cvitarlan las ambigüWades presentes en varios reportes donde 
se señala por ejemplo que: 

- El GM-CSF en un clan de leucemia micloide induce FcyR hasta un 27%, cfct.10 que 
también presenta la IL-3 (71). 

• GM-CSF también aumenta los FcyR en macrófagos de ratón (167). 
- La IL-6 induce un incremento de hasta 46%cn los niveles de FcyR (71). 
- IFNa y la prostaglandina E2 (PGfü) incrementan los FcyR sobre células linfoides de 

ratón y humrut-0 In vltroc In vivo (168). 
- La timosína fracción S también incrementa los FcyR y al igual que con PGEl, el 

incremento en eAMP pudiera cstlr relacionado con ello (168). 
- En células de.microglia se incrementan los rcc:cptores al ser tratados con IFNy, IL-1, 

TNFa y LPS. IL-1 sincrgiz.a con IFN'/ en el incremento de FcyR en macrófagos peritoncalcs 
(169). 

Rcpcrtcs donde no se scilala que tipo o tipos de receptor son los inducidos por lo que 
cualquier especulación acerca de JT1Ci;:aJ1ismos de transducción es inútil. 

Por otra parte, los estudios acerca del origen evolutivo de los receptores Fe, en particular 
de los FcyR se han valido de homologia entre los receptores FC6 y Fcy para suponer que 
provienen de un ancestro común y que a lo largo de la evolución se ha presentado selección para 
mantcner los genes próximos (170). 

Se propone que en el camino evolutivo, el ancestro FcR localizado en Iq23 sufrió una 
duplicación originando a los FcyR y FcsR. Una posterior duplicación en el locus g genera a 
los receptores de los grupos 11 y 111. Posteriores duplicaciones en los genes anccstr.Jcs a. y p 
generan 4 genes de baja afinidad que sufren divergencia posterior y una mutación en el sitio 
aceptar de división del tercer cxón eitoplásmico del gen II haciéndolo no funcional. La 
fonnación de un nuevo sitio aceptar origina la forma lla', mientras que el otro gen 11 se queda 
como tal dando origen a IIB. Una nueva recombinación entre lla' y III formaria al gen lla. 
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Mientras todo esto ocurre, los genes 111 sólo se han separado. Un resumen de esta hipótesis del 
origen de los FcyR se muestra en el cuadro 3. 

No se han rcalit.ado estudios acerca de la divergencia con el receptor 1, aunque se piensa 
que debió separarse temprano. Las últimas investigaciones han revelado que el FcaRI 
presenta homologia con FcyRI y 111 asi como oon FccRla. lo que señala que poseen un mismo 
ancestro y que el esquema evolutivo tendrá que modificarse. 

a) Ancestro común FcR origina Fcy y Feo 
b) En el locus y 2 duplicaciones-> Fcylll y 11 con el siguiente orden: 111-11-111·11 
e) La p<!rdida del sitio aceptor provoca la fonnación de los locus 111-Ua'-lll·Ub 
d) Creación de un nuevo sitio aceptar y recombinación para dar la organización 

actual Ill2-11a-Ua'·llll-Ub. 

Cuadro 3. Evolución de los genes FcyR. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los estudios desarrollados acerca de los diferentes tipos do FcyR han pcnnitido conocer que 
cada receptor presenta diistinta afinidad por la lgG, por ejemplo, el FcyRI enl01a con alta 
afinidad los monómeros de inmunoglobulina, mientras que los FcyRll y 111 interactúan con lo< 
polímeros de lgG. Los FcyR presentan t;unbién difcrenle sensibilidad al trat;unionto con 
tripsina, sicndc los receptores FcyRI y lll eliminados de la membrana celular por la enzima, 
mientras que el FcyRII resiste sus efectos. En la caracterización de los FqR de humano también 
se han empicado anticuerpos monoclonales que pcnnitcn distinguir a los diferentes FcyR.. aunque 
todavia no existen comercialmente anticuerpos contra los FcyR de ratón. Los estudios empleando 
las tres estratcgias demuestran que los FcyR de ratón y humano sen muy semejantes. 

Por otra parte, lnterlcucina 1 (IL-1) es capaz de inducir la expresión de re«.')Jtores Fe 
(FcyR) en macrófogos residentes de la cavidad pcritoncal de ratón (3), propiedad que comparte con 
otras moléculas como el lntcñcrón G::mma (IFNy) (90, 92). Sin embargo, no se conoce si los FcyR 
inducidos por IL-1 en estas células presentan diferentes afinidades por lgG, resistencia a tripsina 
o si sen reconocido< por los anticuerpos monoclonales contra los FcyR de humano. 

De esta fomu, en la presente im'CStigación se l.ará uso de las propiedades mencionadas 
de los FcyR, así como de los anticuCJ)JOS monoclonales contra lo< FcyR humanos, tratando 
de dctcnninar las caractcristicas de los FcyR inducidos por IL-1 p en los macrófagos residentes de la 
cavidad pcritoneal de ralón. 

Consideramos de fundamental importancia dctcnninar las propiedades de los Fc-¡R 
inducidos por la IL-1 p, ya que esto ampliarla nuestros conocimientos acerca de las 
propiedades biológicas de IL-1, controladas a través de la expresión de ciertos FcyR en los 
macrófagos. ya que las investigaciones desarrolladas a la fcch.l indic:in que si bien los diferentes 
tipos de FcyR son muy semejantes. cada uno de ellos oontrola funciones especificas. 

Finalmente, debido a la capacidad de IL·I de mediar una gran cantidad de efectos tanto en 
el sistema mieloidc como en el linfoide, se le está considerando como candidato para el 
tratamiento de diferentes padecimientos donde el sistema hcmatopoyético y el sistema inmune 
se ven alterados y donde la expresión de los FcyR se encuentran disminuida. Se espera de esta 
forma corregir aJgunas de las deficiencias y ofrecer mejores condiciones de vida a los enfermos. 
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HIPOTESIS 

Hasta el momento se conocen tres tipos de receptores Fe para la inmunoglobulina G 
(FcyR) tanto en ratón como en humanos cuya región extracelular presenta una alta homologla 
entre las dos especies. Cada uno de los receptores presenta difer01tc afinidad por las IgG's y 
resistencia a tripsina. Además se han creado anticuerpos contra los FcyR humanos que permiten 
distinguirlos. 

Por otra parte, se sabe que IL·lP es capaz de inducir la expresión de FcyR en 
macrófagos residentes de la cavidad pcritoneal de ratón aunque hasta el momento se 
desconocen las características particulares de los FcyR inducidcs por IL-1. 

Por C$la razón, se espera que al cultivar macrófagos residentes de la cavidad pcritooeal 
de ratón con IL-lp, éstos expresarán FcyR y será posible carackrizarlos en base a su 
rcactividad con lgG séricas, su resistencia a la tripsina y probablemente mediante su 
reconocimiento por los anticuerpos cootra los receptores humanos. 

OBJETIVOS 

Objetivo general: Dctcnninar las características de inhibición por inmunoglobulinas, resistencia a 
tripsina y de reconocimiento por anticuerpos cootra los FcyR humanos, de los FcyR inducidcs 
por IL· l p en macrófagos residentes de la cavidad pcritoneal de ratón. 

Objetivos particulares: 

·Determinar la actividad inductcra de los FcyR por IFNy e IIAP m rnacrófugos residentes 
de la cavidad pcritooeal de ratón. 

• Detenninar si los FcyR inducidcs por IL·IP en macrólilgos residentes de la cavidad 
pcritoncal de ratón son bloqueados por inmunoglobulinas. 

• Detaminar si 11.-IP induce FcyR resistentes al tratamiento con rripsina 01 rnacrófagos 
residentes de la cavidad pcritoncal de ratón. 

• Dctcnnin:u' si los FcyR inducidos por IL-1 p en macrólilgos residentes de la cavidad 
pcritoncal de ratón son n:conocidcs por anticueipos moooclooaks contra los FcyR humaoos. 
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MATERIALES Y METODOS 

Material Biol6¡ico. 

En la presente investigación se emplearon ratones hembras de la cepa CD-1 de 4 a · 6 
semanas de edad obtenidos del biotcrio de la FES-Zaragoza. 

Se emplearon critn)citos de los cameros del biotcrio de la Facultad de Medicina, UNAM. 

Condiciones de cultivo. 

Todo el manejo y obtención de células se realizó en una campana de cultivo que habla 
sido desinfectada con alcohol al 70% en agua (v/v) y esterilizada con luz ultravioleta (U.V.) 
durante 15 minutos. Las células se mantuvieron en una incubadora con ch!iqucta de agua a 37 oe. 
5% de CCh y humedad saturante. 

Obtención de células de la cavidad peritoneal de ratón. 

Los ratoocs se sacrificaron mediante dislocaoión cervical para posteriormente realizar 2 
la..00. <le la cavidad peritoneal con solución arnortigwulora de fosfatcs (PBS, apéndice 1). En 
el primer lavado se inlrodujeroo 1 O mi de PBS frío a la cavidad pcritoncal con ayuda de 
jeringa y aguja estériles, se frotó suavemente la membrana peitoneal con la finalidad de 
poder colectar los macróliigos que ahl se encontraban. se extrajo lcntantente el liquido y se 
colectó en tubos para centrifuga frios. Se realizó un segundo lavado pero ahora sólo se emplearon 
S mi de PBS. 

Obtención del suero de rat6n. 

La sangm se obtuvo mediante punción cardiaca, se distribuyó en tubos para 
centrifuga y se dejó en el refrigerador a 4 "C durante 1 hr. Posteriormente fue centrifugada a SOOg 
durante 15 minutos p:u:i separar el suero. Una vez que se obtuvo, se esterilizó por filtración con 
membranas Milliporc (Mi!lipore, USA) de 22µ de diámetro y se guardó en el refrigerador a 4 <>C 
hasta el ll\00\CQto de su uso. 

Enriquecimiento de poblaciones celulares 

Las células cxtraldas de la cavidad peritoneal se centrifugaron a SOO gravedades (g) 
durante S minutos, se descch6 el sobrenadante y se añadió medio de cultivo RPMl-1640 (Sigma, 
USA; apéndice 2). A continuación se realizó un conteo de las células obtenidas con ayuda de 
un hemocithmctro (Bocckcl, Alemania). Una vez conocido el número celular se procedió a 
distribuir las células en placas de microcultivo de 96 pozos con fondo en "U" (Nunclon, 
Dinaman:a). En cada poro se añadieroo 200 µ! con 4 x 10' células y se introdujeron a la 
incubadora durante 2 horas para aprovechar la capacidad de los macrófugos de adherirse a 
superficies plásticas o vidrio, lo que permitió separarlos de los granulocitos y linfocitos que 
tambiro se encuentran co la cavidad peritoncal, pero que carecen de esta propiedad. Una vez 
transcurrido el tiempo, se retiró la placa de la incubadora, se cambió el medio de cultivo y se 
ailadc medio nuevo, se rcsuspcndió suavemente con una pipeta, se retiró el medio y se repitió el 
proceso otras 2 veces, esto tiene la finalidad de eliminar los granulocitos y linfocitos que pudiesen 
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haber quedado después de la adherencia. Con este proc<dimiento se obtienen poblaciones de 
macrófagos de hasta 85% de pureza. 

Para la técnica de inmunofluorcsccnci~ aJ momento de auiquccimicnto de las 
poblaciones celulares, los macrófagos se distribuyeron en cámaras de microcultivo de 16 pozos 
(Nunclon, Dinamarca) procediendo de igual manera que si se tratara de placas de 96 pozos. 

Cultivo con los inductore5. 

A las células que fueron enriquecidas por adherencia se les añadió RPMl-!640 
suplementado con 10% de suero de caballo Gibco (Gibco, UK) que fue previamente desactivado 
riumntc 30 minutos a 56 oc (RPMl-SC) y el inductor correspondiente. JFNy (lmmunc• USA) se 
empicó a una concentración de 800 U/mi. La lL-lp (lnunun0><, USA) se empicó a una 
concentración de 80 ng/ml. Como control negativo se empicaron ma.crófagos a los que sólo se 
les añadió RPMI~SC. Las células así tratadas se mantuvieron durante 2 dfas en la incubadora. 
Transcurrido ese tiempo, se procedió a la evaluación de rosetas EA. 

Obtención de eritrocitos de carnero. 

Los eritrocitos de carnero se obtuvieron mediante punción yugular aséptica. Las 
células se colectaron en un tubo con solución de Alscver (apéndice 3) en una relación 1:4 y se 
mantuvieron en ella a 4 oC. Para garantiz.ar su buen estado, no se emplearon eritrocitos que 
tuvieran más de 1 mes de cxtraldos. 

Titulación de eritrocitos de camero. 

Para coooo:r la concentración adecuada de inmunoglobulina O (lgG) anti-<:ritrocitos de 
carocro y asl garantil.ar que no habrla agregación se pro«dió de la siguiente forma. En una 
microplaca de cultivo de 96 pozos de fondo "U" se distnouyeron pares de pozos coo 25 µ1 de 
diferentes concentraciones de lgG en PBS asl como 2 pares de pozos ecn sólo PBS. A 
continuación a caJa par se 1c ai1adi6 25 µl de una soludón de eritrocitos de camero al 2% que 
hablan sido previamente lavados 3 veces coo PBS y centrifugación durante S minutos a 800g. 
Una vez que se añadieron los eritrocitos, la placa se colocó en una clmara húmeda coo la 
fmalidad de que los eritrocitos sedimentaran. Se dejaron alú durante l.S brs. Transcurrido el 
tiempo, se procedió a seleccionar la concentración de lgG, para ello; se obscml aquel par de 
pozos en el que se hubiera formado uo botón similar al de los pows donde sólo se pusicroo 
eritrocitos en PBS, una vez localizado, se eli¡,ió como concentración adecuada aquella que era 4 
veces más diluida que el pozo observado, es decir, si el botón se fonnó en mu cooa:otración 
de IgG 1:500, se empicó para activar los eritroci!CS una corn:cntración 1:2000. 

Preparación de eritrocitos activados (EA). 

Una vez que se obtuvo la concentración adecuada, a la solucióo al 2% de eritrocitos se 
añadió la cantidad necesaria de JgG para obtenerla, se resuspcndkron suavancntc para no lisarlos 
y se incubaron durante 30 min. Transcurrido el tiempo se retiraron de la incubadora y se lavaron 
en PBS en el que fueron activados, quedando listos para su uso. Se n:contiallla. no emplear 
eritrocitos activados de más de 4 dlas, asl como mantenerlos a 4 oC. 
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Formac:i6n de rosetas EA. 

Las células que fueron mantenidas en la incubadora durante 2 días en presencia o 
ausencia del inductor se retiraron de la incubadora, se les quitó el sobrena.dantc y se lavaron 3 
veces con RPMI-1640 y una ligera n:suspensión. Se añadieron 200 µ1 de RPMl-1640, se 
despegó a las células suavemente con un "gendannc", se aiiadieron 20 µl de eritrocitos 
aotivados, se rcsuspcndicron, se centrifugaron durante 5 min a 800g para formar un botón y 
garantizar asi un mayor oontacto entre macrófagos y EA, se introdujeron en la incubadora 
durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo se retiró a las células, se rcsuspcndicron suavemente 
con una pipeta Pasteur, se despegaron con ayuda de un "gcndanne". se resuspcndieron otra vez y 
se colocaron en un hcmocit6mctro para la evaluación. ' 

En el presente trabajo, se consideró una célulo que no fomto roseta a aquel macrófago 
que tenla adheridos de O a 2 EA y como roseta a aquel que tuviese más de 3 EA adheridos a su 
membrana. Se contaron al menos 200 células y se expresaron los resultados como porcentaje. 

Bloqueo de In fonnaci6n de rosetas con suero de ratón. 

Para los ensayos donde se evaluó la inhibición de la formación de rosetas EA 
empleando el suero de ratón como fuente de inmWJOglobulinas, a las células que· se cultivaron en 
presencia de IL·IP se les retiró de la incubadora, se desechó el medio de cultivo, se lavaron con 
PBS y pipeteo suave 3 veces y se añadió nuevo medio de cultivo así como 13 µI de suero de r.itón. 
Las células se regresaron a la incubadora donde permanecieron durante 30 minutos para pcnnitir 
la unión de las inmunoglobulinas a los FcyR, para posteriormente ser retiradas de ella y proseguir 
con et ensayo de rosetas como se ha descrito oon anterioridad. 

Tratamiento con Tripsina 

En los experimentos donde se trató a las células con Tripsina se procedió de l:i siguiente 
forma. Después de los 2 dlas de cultivo en presencia o ausencia del inductor se retiró a las células 
de la incubadora, se retiró el medio de cultivo, se lavaron 3 veces mediante adición de PBS con 
pipeteo suave para ftn.'llmcntc añadir 200 µ1 de una solución de Tripsina al O. 006% en PBS (p/v) 
(Apéndice 4) y dejarla actuar durante 7 minutos. Una vez tratadas, se procedió a lavar las células 3 
vcoes con PBS frío y pipeteo suave, se ailadió RPMI-1640 y los EA para desarrollar el ensayo de 
formación de rosetas como se ha descrito. 

lnmunoDuorcscencia indirecta. 

Para evaluar si los anticuerpos monoclonales contra los FcyR humanos rcconocian a 
los FcyR inducidos en macrófagos residentes de la cavidad peritoneal de ratón por IL-1, se empicó 
la técnica de inmunofluorcsccneia indirecta. En ella, una vez que han transcurrido los 2 
dias de incubación de los macrófagos en presencia o ausencia de los inductores en las 
microcámaras, las células se retiraron de la incubadora, se desechó el medio de cultivo y se 
fijaron con acetona a ·20 oC durante 5 minutos. Posterionncnte se lavaron 3 veces con 
solución amortiguadora de fosfatos para fluorescencia (PBSI, apéndice 5) sumergiendo el 
portaobjctc donde han sido cultivadas con ayuda de la cámara de microcultivo en un recipiente 
que contenga suficiente PBSI paca cubrirla por completo. Los la .... üdos son de 5 minutos. 
Inmediatamente, se procedió a bloqucor los posibles sitios de reacción incspcclfica ailadiendo a 



las células una solución do albúmina do bovino al 1 % (p/v) en PBS, manteniéndolas en un:i 

cámara húmeda durante una hora. Transcurrido ese tiempo, se ru'ladió el anticuerpo primario y se 
mantuvo a las células durante una hora en la cámara húmeda, se retiraron de la c4mara y se 
lavaron tres veces durante S min con PBSl en la forma descrita con anterioridad. 
Después se procedió a ailadir el anticuerpo secundario e incubar las células en la cámara 
húmeda en completa obscuridad durante 45 min, posteriormente se lavaron 3 VC(;CS en PBSf, 
se contrastó durante S minutos con Azul de Evans que las hace verse rojas bajo luz U. V., se 
lavaron 3 veces más con PBSI, se montó ron una gota de glicerina en PBS 50% (v/v) cubriendo 
la preparación con un cubreobjetos y observando con ayuda de un microscopio de 
cpifluorcsccncia (Olympus, USA). Los anticuerpos que se emplearon son: 

Anticuerpos primarios: 

- MoAb 32.2, anticuerpo monoclonal de ratón anti-FqRI humano (anti CD64), es de la subclase 
lgGI, se empicó en una dilución l:IOcnalbúminacn PBSal0.1%(p/v). 
- MoAb IV.3, anticuerpo monoclonal de ratón anti-FqRll humano B (anti CD32), subclase 
lgG2ben una dilución 1:10 en albúmina en PBS al 0.1% (plv). 
- MoAb 308, anticuerpo monoclonal de ratón Mti-FqRlll humano (anti CDl6), subclase lgGI 
en una dilución 1:10 en albúmina en PBS al 0.1% (p/v). 

Todos estos anticuerpos son fabricados por Mcdarcx, USA. 
Como anticuerpo control se empicó el MoAb Ko 8.13, anticuetpo monoclonal de ratón 

anti·dtoc¡ucralinas subclase lgG2a diluido 1 :320 en PBS y que es fabricado por Sigma, USA. 

Anticuerpo Secundario: 

- Anticuerpo policlonal de Chivo ar.ti·inmunoglobulinas de ratón Coojug¡ido con lsotiocianato de 
Fluorcscclna (GAM-FITC) (F(ab)'i) en una dilución de 1:50 en PBS. Es fabricado por Dakko, 
Dinamarca. 

Todos los anticuerpos fueron mantenidos a 4 oC y el anticucspo secundario a 4 "C y en 
obscuridad. 
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RESULTADOS 

lnterleucina I P (IL-lp) e lnterferón Gamma (IFNy) presentan actividad inductora 
de Receptores Fe (FcyR) en macrófagos residentes de cavidad peritoneal de ratón. 

Antes de realizar Jos estudios donde se emplearían Ja JgG sérica, Ja tripsina y los 
anticuerpos monoclonales para caracterizar Jos FcyR inducidos por IL-lp; fue necesario verificar 
si las moléculas de lFNy e IL-IP presentaban actividad inductora a Ja expresión de FcyR en 
macrófagos residentes de cavidad pcritoneal de ratón. Con esta finalidad, se cultivaron estas 
células durante 2 dlas en medio RPMI-1640 suplementado con suero de caballo y en presencia o 
ausencia de 800 U/mi de JFNy y de 80 ng/ml de IL-Jp, dosis que se obtu•icron previamente 
mediante Ja realización de curva dosis respuesta cuantificando la inducción de FcyR mediante el 
ensayo de formación de rosetas EA (Gráficas I y 2). 

Nuestros resultados muestran que ambos factores inducen un claro incremento de FcyR 
con respecto al cuhh·o sin inductores (Gr.ifica 3). 

El suero de rat6n disminuye la fonnaci6o de rosetas EA en los 
macrófagos cultivados con Jl.,..tp, 

Una vez que se determinó que IL-ljl presentaba actividad inductora de FcyR en Jos 
macrófagos residentes a los 2 días de cultivo, se procedió a determinar el efecto que tiene el 
suero de ratón, el cual contiene inmunoglobutinas incspcclficas, en la formación de rosetas EA 
en las células que hablan sido cultivadas con este factor. Con esta finalidad. media hora antes 
de desarrollar los ensayos de fonnación de rosetas se añadió a los cultivos el suero de ratón. 

Los resultados indicaron que los macrófagos cultivados en ausencia de IL-1 p presentan 
una capacidad formadora de rosetas sim.Har ya sea en presencia o ausencia del suero de ratón 
(Gráfica4). 

Por otra parte, los macrófagos que se cultivaron en presencia de IL-Ip, a los que se 
añadió suero de ratón 30 minutos antes de desarrollar los ensayos de formación de rosetas, 
presentaron una disminución en su capacidad de enlazar los EA comparados con las células 
cultivadas con IL-Ip en ausencia de suero de ratón (Gráfica 4). 

Estos resultados indican la posible existencia de afinidad de los FcyR inducidos por 
lL-IP 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 FcyR presentan diferente resistencia al tratamiento con tripsina. Con 1a 
finalidad de dctcnninar si los receptores FcyR inducidos por IL-IP en los macrófagos eran 
resistentes o no a esta enzima. a los macrófagos cultivados en presencia o ausencia de IL-IP 
durante 2 dlas se les lralÓ con una solución al 0.006 % de tripsina en PBS durante 7 minutos antes 
de realizar el ensayo de formación de rosetas. 

El porcentaje de fonnación de rosetas de las células cultivadas en presencia o 
ausencia de IL-IP fue igual después del tratamiento con Ja lripsina y mayor al observado en las 
células que no se trataron con la enzima (Gráfica 5). Es de llamar la atención que las células 
cultivadas en presencia o ausencia de IL-1 P tratadas con tripsina presentaran una mayor afinidad 
de los FcyR que aquellas que no fueron tratadas con Ja enzima . 
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CONTROL(-) IFN-lt IL-1f. 

121 INDUCTORES 

Gráfica 3. Inducción de FcR por IFN-lf e IL-1~ el'! 
macrófagos residentes de la cavidad peritoneal 
de ratón mantenidos durante dos dias en 
presencia o ausencia de los Inductores 
Control (-). Control negativo. 
IFN-i • lnterferón gama 800 
U/mi. 
IL-1~ • lnterleuclna-1 80 ng/ml. 

48 



40 

l5 
en 

~ 
en 30 
~ 
w 
o 
w ..., 
~ 20 
ffi 
~ o a.. 

10 

o 
CONTROL(-) IL-1 

iiiiiSSR 0CSR 

Gráfica 4. Inhibición de la formación de rosetas 
con suero de ratón en macrófagos residentes 
de la cavidad perltoneal de ratón mantenidos 
durante dos días en presencia o ausencia de 
ll-1j! 
Control (-). Control negativo. 
IL-1p . lnterleucina-1 beta. 
SSR. Sin suero de ratón. 
CSR. Con suero de ratón. 
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CONTROL(-) IL-1 

111 SIN TRIPSINA Y EA mLl CON TRIPSINA Y EA 

0 SIN TAIPSINA Y EC 

Gráfica 5. Aumento de la afinidad de los FcR 
Inducidos en macrófagos residentes de la 
cavidad perltoneal de ratón por IL-1#1 después 
del tratamiento con trlpslna. 
Control {·). contro negativo. 
IL-113 • lnterleuclna-1 beta. 
EA. Eritrocitos .de carnero activados. 
EC. Eritrocitos de carnero no 
activados. 
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Para descartar que los EA se adhirieron en forma incspeclfica a las células tratadas con 
tripsina, se realilJllOtl también ensayos donde se empicaron eritrocitos no opsoniz.ados con IgG. 
En tales experimartos no se dctecló formación de rosetas en las células tratadas con o sin 
tripsina (0%, datos no mostmdos), independientemente de si se les habla cultivado con o sin 
IL-lp, lo cual pan:ce indicar que el aumento en el porcentaje de rosetas se debe a un incremento 
de la afinidad. 

Los anticuerpos monoclonales contra los FcyR humanos no reconocen los FcyR 
inducidos por IL-tp en los macr6fa¡os de rat6n1 pero se da reacci6n positiva solo en las 

úlulas tratadas con IL-IP indcpendicnttmcnl< del anticuerpo empleado. 

Para determinar si los anticucipos (ab) diseñados contra los tres tipos de FcyR humanos 
podian rcconoccr los FcyR de ratón inducidos por IL-IP en los macrófugos, se decidió 
realizar ensayos de irununoDuorcsccneia en las células que fueron cultivadas en presencia y 
ausencia del factor as( como en presencia y ausencia de IFNy ya que este inductor ha sido 
caracterizado como una molécula capaz de inducir la expresión de los FcyRI y 111. 

Los resultados indicaron que las células cultivadas sin inductores no presentaban 
reacción positiva con ninguno de los anticuerpos monoclonales anti-FcyR, tampoco con el 
anticuerpo no relacionado o donde sólo se ailadió el ab secuodario. 

De igual forma, los macrófagos estimulados con IFNy no presentaron reacción 
positiva con ninguno de los anticuerpos. Sin embargo, en las células mantenidas en presencia de 
IL-ip se obtuvo una reacción positiva de igual intensidad con los 3 anticuerpos contra los 
receptores FcyR, asi como con el ab no n:lacionado e incluso donde sólo se usó el ah secundario. 

Estos resultados indican una clara diferencia entre los FcyR inducidos por IL-1 JI e IFNy. 

Los macrlifa¡os no prcstntan inmunodohulinu unidas a sus FcyR 
desde el inicio del cultivo. 

Al observar que en las células tratadas con IL-IP se presentaba reacción pos1uva 
aún donde sólo se usó el ab secundario, se procedió a descartar la posibilidad de que el ab 
secundario estuviera reconociendo inrnunoglobulinas unidas a los FcyR desde el inicio del cultivo 
y que eran mantenidas gracias a algún efecto de aumento de afinidad en los FcyR por estos 
anticuerpos causado por la IL-lp. Para ello se dcsarroliaroo ensayos a tiempo cero, en 
macrófugos que sólo hablan sido adheridos durante 2 hn en medio de cultivo libre de suero y 
sin indocto<. 

Los ensayos a tiempo cero mostraron que las células fueron negativas ya sea donde se 
empicaron los 2 anticuerpos, o donde sólo se empicó el ab secundario (Fotos 1 y 2). Es pues 
evidente que los macrófagos no presentan IgG unida a sus FcyR desde el inicio del cultivo y que 
la reacción positiva no se presenta en ausencia de inductor. 

La Ouorescencia en macrófagos tratados con IL-1 no se debe a la 
presencia de inmuno&Jobulina de caballo 

Una vez que se detemúnó que los macrófagos extraidos de la cavidad pcritoneal no 
presentaban inmunoglobulinas de ratón adheridas a los FcyR en su membrana al inicio del los 
cultivos, se decidió realizar experimentos en células 11Wltcnidas en medio de cultivo con o sin 
suero y en presencia o ausencia de IL-IP, para descartar la posibilidad de que el ab secuodario 
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estuviera reconociendo inmunoglobuliruis del suero do caballo adheridas a los macrófagos 
mediante los FcyR inducidos por IL·IP durante el experimento. 

Los resultados indicaron que las células que se cultivaron en medio suplementado con 
suero de caballo sin IL-IP no presentaron fluorescencia con ningún anticuerpo (fotos 3 y 4), en 
cambio, la presencia de IL-IP favoreció una reacción positiva independientemente del anticuerpo 
empicado (folos 5 y 6). 

El resultado más interesante se obtuvo al analizar las fotografias de las células 
mantenidas en medio de cultivo sin suero. En ellas se puede apreciar que las células que 
se mantuvieron sin IL·IP no presentaron fluorescencia (fotos 1 y 8). Sin embargo, las células que 
se cultivaron con IL-IP presentaron reacción positiva (fotos 9 y 10), siendo de mayor 
intensidad en las células donde sólo se empicó el ab secundario (foto 10). 

De esta fonna, nuestros resultados indicaron que el anticuerpo secundario no 
reconoció a las inmunoglobulinas presentes en el suero de caballo, pero si una molécula 
inducida por IL· l en la membrana de las macrófagos de ratón. 
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FOTOGRAFIA l. Inmunofluorcsccncia negativa de macrófogos residentes de la cavidad pcritoncal 
de ratón después de dos horas de cxtraidos, utilizando anticuerpo primario y secundario, 
Microscopio de cpitluoresccncia Ol)mpus, 400 X. 

FOTOGRAFIA 2. Inmunofluoresccncia negativa de macrófagos residentes de la cavidad pcritoncal 
de ratón después de dos horas de extraídos, utilizando anticuerpo secundario, Microscopio de 
cpifluorcsccncia Ol}mpus, 400 X. 
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FOTOGRAFIA 3. lnmunoíluorcscencia negativa de macrófogos residentes de la cavidad 
peritoncal de ratón después de dos dias de cultivo en medio suplementado con suero de caballo y 
ausencia de IL-lb, utilizando anticuerpo primario y secundario, Microscopio d~ cpifluorcsccncia 
Olympus, 400 X. 

FOTOGRAFIA 4. lnmunoíluoresccncía negativa de macrófagos residentes de la cavidad peritoneal 
de ratón después de dos días de cultivo en medio suplementado con suero de caballo y ausencia de 
IL-1 p. utilizando anticuerpo secundario, Microscopio de cpifluorescencia Olympus, 400 X. 
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FOTOGRAFIA S. Inmunofluoresccncia débilmente positivn de macrófogo'i rcsidi;ntcs de la 
cavidad pcritoncal de rntón después de dos dias de cultivo en mOOio suplementado con suero de 
caballo e IL-IP (SO ng/ml.), uulizando anticuerpo primario y sc.:cundario, Microscopio de 
cpifluorcsccncia Ol)mpus, 400 X. 

FOTOGRAFIA 6. lnmunofluorcsccncia dCbilmcnte positiva de macrófagos residentes de la 
cavidad pcritoncal de ratón después de dos dias de cultivo en medio suplementado con suero de 
caballo e IL-IP (80 ng/1111.), utilizando anticuerpo secundario, Microscopio de cpifluorcsccncia 
Olympus, 400 X. 
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FOTOGRAFIA 7. Inmunoíluoresccncia negativa de macrófagos residentes de la cavidad 
pcritoncal de ratón después de dos dias de cultivo en medio libre de suero y sin IL-IJ3, utilizando 
anticuerpo primario y secundario, Microscopio de cpiíluorcscencia Olympus, 400 X. 

FOTOGRAFIA 8. Inmunofluorcsccncia negativa de macrófagos residentes de la cavidad 
pcritoncal de ratón dcspuCs de dos días de cultivo en medio libre de suero y sin IL-Ip, utilizando 
anticuerpo secundario, Microscopio de cpifluorcsccncia Olympus, 400 X. 
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FOTOGl~AFIA 9. lmnunoíluorcsccncia déhilrm:ntc positiva ck: macrófogos residentes de la 
ca\'idad pcritonc<tl dc ratón después de dos dias de culti\o en medio libre de suero y con IL-l¡J 
{80 ng/ml), utih:t.ando anticucrpu primario y secundario. f\licroscopio di.:. cpiíluorcsccncia 
Olympus, 400 X 

FOTOGRAFJA IO. lnnrnnoíluorcsccncia positiva de macrófügos residentes de la cavidad 
pcritoncal de ratón después de dos dias de cullivo en medio libre de suero y con IL-IP (80 ng/ml), 
utiliz.ando anticuerpo secundario, Microscopio de cpifluoresccncia Olympus, 400 X. 
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DISCUSION 

Los receptores para la porción Fe de la inrnunoglobulina G (FcyR) son una parte 
fundamental de los mecanismos de defensa que posee el organismo contra agentes patógenos. La 
interacción de los FcyR con inrnunoglobulinas acopladas al anUgcno (complejos anUgcno
anticuerpo) desom:adcn:i llll!1 gn>.n c.'ntidad de respuestas en las células que los portan entre las 
que se encuentran la fu¡¡ocitosis, la ADCC y la liberación de mediadores biológi= (5, 112, 128. 
136, 143). Los FcyR •on también importantes para la eliminación de complejos inmunes; se 
piensa que sus formas solubles pueden participar en el control de los niveles de Jg en el suero (S. 
134). 

A pesar de que los estudios de estas glicoprotcinas comenzaron en los 70's todavía 
es mucho lo que se desconoce acerca de los factores que controlan su expresión, especialmente en 
el ratón que es por lo general el mcxlclo donde se realizaron las primeras investigaciones antes 
de comenzar con el humano. Asi por ejemplo, nuestro grupo (3, 171) y otros (169) han 
encontrado que la lnterlcucina 1 (IL-1) induce la expresióo de FcyR en macrófagos residentes de 
la cavidad peritoneal de ratón y rata. Sin embargo, aunque en !os estudios citados se repcrta 
que 11..-1 p=ta actividad inductor• de FcyR, en ninguno de ellos se ha podido señalar que 
tipo o tipos de receptores son los que se inducen, ni se han descrito sus caractcristic.as. 

En la presente investigación se demuestra que tanto IL-1 !l como IFNy inducen la 
expresión de FcyR, sin embargo los FcyR inducidos por IL-l!l •'On bloqueados en forma 
considerable por diversos tipos de nnticucrpos no cspecificos, incluyendo los del suero de ratón. 

Consideramos que el que se haya presentado un descenso en la formación de rosetas 
indlicidas con IL-1 !l por anticuerpos no cspocificos puede ser debido a que este factor induzca 
receptores de tipo FcyRI el cual tiene alta afinidad por la JgG monornérica (5, 112, 128, 136). 
Esta gran afinidad por anticuerpos no cspoclficos se ve corroborada por nuestros resultados 
en donde obtuvimos reconocimiento de anti-FcyRI, 11, lll y del anticuerpo contra citoqueratina 
por los FcyRinducidos por IL-l!l y no en aquellos inducidos por el IFNy en los ensayos 
de inmunofluoresccncia Esta difi.m:ucia de reconocimiento nos indica claramente que lL-lP 
induce receptores diferentes a aquellos inducidos por el IFNy. Es interesante mencionar que 
se ha publicado que el IFNy induce rcecptores FcyRI (90, 92), sin embargo; nuestros 
resultados parecen indicar que aquellos inducidos por la IL-1 ll pudieran tener una mayor 
afinidad por la porción Fe del lgG. Si IL-l!l induce FcyRI la diferencia con los FcyRI inducidos 
por IFNy, podría dcbctsc a que se ha publicado que existen 3 difurentes tipos de FcyRI 
generados de diferentes transcritos cuya expresión depende del csUmulo que los induce y de la 
célula cstimul3da (136), en consecuencia seria interesante el detcnninar si la IL-1 pudiera inducir 
un transcrito diferente al del IFN-y, esto explicaría la diferencia observada. 

Por otra parte, es interesante mencionar el fenómeno de aumento en la afinidad de los 
FcyR después del tratamiento con tripsina. Estudios previos en nucstto laboratorio han demostrado 
que la capacidad para hacer rosetas por parte de las células mantenidas sin inductor se 
incrementa en función del tiempo (3), hecho atribuible a la secreción de un factor capaz de inducir 
FcyR por parte de los macrófagos (125) cuyas características indican que es IL-lll (125, 126), 
lo cual nos hace suponer que los FcyR existentes en nuestros controles negativos fueron 
generados por IL-l!l endógena y por tanto se comportan en forma semejante al tratamiento 
con la tripsina. 
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Tomando en consideración que se sabe que los FcyRI y FcyRIII inducidos por IFNy son 
sensibles a la tripsina (119, 122), la resistencia a esta enzima de aquellos FcyR inducidos por 
la JL-lp nos da un dato mas sobre la diferencia de tos receptores inducidos por estos factores. Sin 
embargo el hecho sorprendente de que no únicamente fueron resistentes a la tripsina sino que 
aumentaron drásticamente su afinidad. pudiera indic.:ir que la porción cxtracclular de este tipo 
de FcyR inducido por IL·IP tenga una región sensible al ataque protcolltico que exponga una 
1cgión que propicie un mejor reconocimiento de la porción Fe del TgG. 

Con base en los resultados descritos hasta ahora, pudiera pensarse que IL-lp es capaz 
de inducir principalmente FcyRU ya que se sabe que este tipo de receptor es resistente a la 
lripsina, sin embargo no hay que perder de vista que FcyRII no tiene gran afmidad por el JgG 
monomCrico como la encontrada en este trabajo para los FcyR inducidos por IL- lp, lo cual nos 
estaña indicando que los fC"tR inducidos por este fuctor podrían pertenecer a un tipo diferente 
de FqRII a los descritos h.ista la fecha o bien, como ya se mencionó; ser algún FcyRl. 

Tratando de cmactcriz.'lr en forma más contundente el tipo de receptor inducido por Ja 
IL-lP se empicaron anticuerpos monoclonales contra los FgRI, fcyRJI y FcyRIII. Sin 
embargo es pertinente mencionar que no c..'Xistcn hasta la fecha anticuerpos monoclonales contra 
este tipo de receptores de ratón, por lo que se empicaron anticuerpos contra receptores 
humanos. Este experimento se basó en el hecho que los fcyR de bumar'k) presentan una gran 
homología con los de ratón y por tanto pudiéramos esperar una reacción cruzada. 

Nuestros resultados indicaron que los anticuerpos monoclona1cs contra FcyR humanos 
no pn..'Scntan rcactividad con ninguno de los FcyR de ratón ya que aquellas células que fueron 
inducidas con IFNy no prcscntlron reconocimiento con ninguno de los rutticucrpos. Es interesante 
mencionar que como era esperado existió rcc:onodmicnto de estos anticuerpos por los FcyR 
inducidos por la IL-IP ya que, como explicamos antcriomlCllte; son receptores incspocificos y 
por tanto muy probablemente reconocieron la porción Fe de estos nnticucrpos. 

Sin embargo, es pertinente mencionar que sorprendentemente estos receptores 
presentaron reacción positiva incluso donde sólo se utilizó la porción F(ab')1 de un anticuerpo 
secundario generado contra inmunoglobulinas de ralbn. Como este anticuerpo carece de la 
región Fe. el reconocimiento incspcdfico es independiente de esta pon::ión. 

Considerando que el anticuerpo secundario utilizado reconoce cualquier inmunoglobulina 
de ratón, una posible c.xplicación del reconocimiento es que los macrófagos extra.Idos de la 
cavidad pcritoncal prcscnt:w.in inmunog.lobulinas des.de un inicio del c:nsayo y que el papel de lL-IJJ 
sólo consistió en mantener este complejo durante el tiempo de cultivo para postcrionncntc ser 
reconocida por el anticuerpo secundario. 

Los ensayos a tiempo cero donde empleamos el anticue:rpo no relacionado contra 
citoqucratinas más el secundario o sólo el secundario DOS indicaron que los macrófagos 
no tienen inmunoglobulinas unidas en su membrana. Aún cuando los macrófugos hubiesen 
presentado lgG unido a sus membranas en tiempo cero, seria muy dificil afirmar que IL-IP la 
mantcnia adherida a los FcyR durante los 2 dias de cultivo ya que estos receptores están en 
constante reciclamiento, asl por ejemplo, se ha reportado que d 2()% de los FcyRll siempre se 
encuentra intemalizado debido a su reciclaje y n:gn:sa a la superficie sin ligando (128). 

Otra posible explicación de la fluon:sccncia observada coo el anticuerpo secundario es 
que este anticuerpo estaba reconociendo irununoglobulinas de caballo que estuviesen adheridas 
a los receptores inducidos por IL-Ip. Aunque en las células cultivadas ccn IL-IP en medio 
suplementado con suero se presentó reacción positiva, ésta fue de mayor intensidad en las células 
mantenidas en m<dio de cultivo libre de suero. Do esta fonna, los ensayos descritos climin:ur la 
posibilidad do que la reacción positiva obtenida con las células tratadas con IL-lp se debiera a que 
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el al> secundario rooooocla inmunoglobulinas propias presentes desde el inicio del cultivo o 
inmunoglobulinas de caballo que unió durante el c.xpcrimcnto. 

Con base m estos n:sultados y considerando que IL-1 ll provoca formación de rosetas 
EA pensamos que es muy probable que lo que está reconociendo la porción F(ab')2 del anticuerpo 
secundario es el FcyR inducido por IL-ljl. Esto se explica por el hecho de que los receptores Fe 
presentan dominios dcl tipo C12 de lgG (128), que en nuestro caso particular seria de lgG de 
ratón. Si este anticuerpo secundario reconoce precisamente los JomWos Cyl de uro fgG, es 
muy probable que rcoonocicm los dominios Cy2 del receptor inducido por IL· 1 ll presentándose la 
reacción positiva. 

Si esta hipótesis es correcta, tambiC:n nos permite cxpJiCM porqué el mayor 
reconocimiento se pre.sentó en aquellas células donde sólo se empleó el anticuerpo s~undario 
pues se sabe que las lgG usan su dominio Cy2 para enlazarse a sus receptores (121, 135, 137, 
172) mientras que por otra parte, los rcc:cptorcs Fe también empican sus dominios tipo Cy2 para 
el enlace a su ligando (5, 112, 128, 136, 137). De esta forma, donde no se usa el anticuerpo no 
relacionado, el anticuerpo secundario tendria acceso libre a Jos dominios tipo Cy2 del fC'}'R 
dándose el rcwoocimicnto, mientras que cuando se empica c1 anticuerpo no relacionado, éste se 
une al roccptor ocupando su propia región Cy2 asi como la del receptor, con lo que el 
secundario no tiene acceso a estas zonas y el reconocimiento disminuye. 

En conclusión. los primeros resultados con el suero de ratón indicaban que posiblemente 
IL-lll induce al FC'/RI. aunque considerando los resultados del tratamiento con tripsina y los 
de la fluorescencia nos inclinamos por la suposición de que IL·l induce principalmente FcyRll. 

Si se lograra confirmar que lL-lll induce algún tipo nuevo de FcyRll nuestros rcsullarlos 
apoyarian a los de Grattagc (7), que señala que ll...J induce FcyRII, aunque se debe mencionar 
también que él empicó una linea monocitica lcucémica de bumano (U-937) y que para detectar el 
efecto de IL-1 necesitaba emplearla en combinación con ésteres de forbol, ya que por si sola 
no indujo FC'/R. As! pues, nuestros resultados serian el primer reporte acerca de que IL-lll 
por si sola incrcmcn!a Ja expresión de un tipo novedoso de Fc-¡Rll en macrófogos normales 
siendo posible dctcctnrlos por sus propiedades de ser inhibidos inespccificamente por anticuerpos 
no reJacionados, por su respuesta al tratamiento con tripsina y mediante su propiedad de ser 
rocooocidos por la fracción F(ab12 de un anticuerpo dirigido contra irununoglobulinas de ratón, 
fo que además pcnnitc diferenciarlos de Tos receptores inducidos por JFNy. Sin embargo, para 
confitmaT esto es necesario emplear técnicas de biología moJccular y ab monoclonaJcs 
especlficos cootra los receptores de ratón ya que por cl momento no podemos descartar la 
posibilidad de que JL-JP sea capaz de inducir a otros tipos de receptores y que bajo nuestras 
condiciones no los podamos detoctar ni tampoco podemQS afirmar que lo que reconoce cJ ab 
secundario es el un dominio deJ FcyRll, aunque esta opción nos parece la más plausible. 

¿Que importancia tendría que IL-1 indujera Ja expresión del FcyRll en lugar de los tipos 
1 y ni inducidos por IFN1? ¿Por qué el organismo presenta mas de una molécula ccn capacidad de 
inducir FC'fR?. Las respuestas a estas preguntas parecen aportarlas el hecho de que los FqRll 
son los mas ampliamente distribuidos en todas las células sangulncas y los estudios acerca de 
mediación de efectos y transducción de señales por parte de cada re<:eptor (139). Se ha 
observado que en la línea lcucémica U-937 que presenta los receptores tipo I y n se necesita 
entrecruzamiento· de: ellos para desencadenar respuestas como movili7.aci6n de Ca•1 a partir de 
reservas intracelulares. hidrólisis de fosfutidi) inositol fosfato, fosforiJación de tirosina de 
fosfolipasa C71, y que es el FcyRll quien controla el envío de las señales (117, !73). 

En el estudio de Ball (174), el receptor tipo 1 se encuentra prcs<'llte en todos los tipos de 
leucemia mieloidc aguda que revisaron, su expresión fue muy rara en aquellas leucemias donde no 
se expresó eJ receptor tipo Il aunque las implicaciones que esto pudiera tener aún no se conocen, 
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pero tal vez pudiera ser de relevancia para la transducción de sci\ales y diferenciación de 
estas células. 

La alta afinidad del FcyRI por lgG monomérica podria provocar que estuviese ocupado 
fn vfro por lo que las funciones defensivas r~crian en los otros 2 receptores (134). 

En los neutrófilos que presentan los receptores 11 y 111 éste último receptor está ancla.do 
por GPI y no es capaz de desencadenar respuesta a menos que se presente entrecruzamiento con 
el receptor tipo 11 si bien el FcyRUI no regula las señales generadas por el tipo II, puede necesitar 
de él para transducir las suyas, siendo la prueba mas clara de ello que el enlace de un ab contra 
el FcyRll inhibe completamente las scnales inducidas por FcyRlll. Con esto se reforza la hipólCSis 
de que el alto numero de FcyRlll tiene la finalidad de servir como trampa para las lgG 
pcnniticndo al FcyRll entrar en acción (l 73). 

F.n aquellos individuos sanos que no presentan FcyRIII en sus nculrófilos, a.si como en 
ru¡uellos cuyos monocitos carecen de FcyRI (128, 138), una posible explicación es que no 
necesitan de ellos ya que el FcyRJI puede activar los meeanismos de defensa. De esta forma., 
parece que es el FcyRJI quien se encarga de la mediación de scnales al d.me el enlace con IgG 
tanto en macrófagos corno en granulocitos. 

Finalmente, si IL-IP pudiese incrementar la expresión del FcyRII, reforz.aria la idea de 
empicar esta molécula en la terapia de pacientes con diversos padecimientos ya sea sola o 
combinada con otros factores y donde se ha demostrado que los niveles de FcyR son 
importantes, por ejemplo en células mononucle.'ldas de pacientes con carcinomas, cáncer de 
mama y enfermedades linfoprolifcrativas. donde se ha reportado que el alto nivel de FcyR se 
relaciona con la supervivencia y la sobrcvida libre de enfennodad (175). En aquellos pacientes 
que presentan los tumores más grandes. los niveles de los receptores son bajos (175), lo cual 
podría deberse a la supresión del sistema inmune que se presenta en estadios avanzados de 
C<lnccr y que tal vez podrla corregirse en cierta medida con la administración de IL-1 (175). 

Sin embargo, tampoco se debe olvidar que IL-1 controla una gran cantidad de efectos, 
algunos de ellos bastante nocivos para el organismo (35, 38), por lo que se dcbt.'11 continuar los 
estudios para conocer los pros y contras de administrarla. Asl por ejemplo, con respecto al papel 
de los FcyR que IL·l pudiera inducir bajo ciertos esquemas tcrapéutic.os se debe tener 
presente que estos m:cptores pueden actuar como ruta de entrada para ciertos agentes 
infecciosos como el virus del dengue o el del SIDA (176), por lo cual es imponante comprender 
los mecanismos que pcnnitcn ::i. C.'.!da FcyR desempeñar sus funciones defensivas y bajo que 
condiciones actúan como ruta de acceso a los agentes patógenos asi como textos los procesos 
mediados por ellos. 

Es en ésta tarea. en la que los modelos donde se emplean organismos como el ratón 
son de una gran utilidad. De esta fonna, algunas de las perspectivas del presente trabajo son: 

Emplear otras pruebas para determinar el tipo de receptor Fe inducido por IL-IP como 
detección de mRNA a través del ensayo de Southem Blot utilizando sondas de oligonuclcótidos 
dise&das según las secuencias reportadas para cada receptor o con cDNA completo que haya 
sido clonado en bacterias. 

Ya que la detección del mRNA no garantiza la expresión de la proteina para la que 
codifica sobre la superficie celular se considera pertinente diseñar anticuerpos monoclonales 
especlficos contra los receptores de ratón en alguna especie animal como rata, cobayo, conejo o 
hámstcr. De igual fonna, es necesario obtener un anticuerpo secundario contra la JgG del 
organismo en que se desarrolle el ab. primario que si bien puede ser policlonal, reconozca 
exclusivamente lgG. A los anticuerpos contra los receptores Fe asi como al secundario se 
les debe tratar con papaína o pepsina para eliminar su región Fe y de esta fonna evitar la 
reacción inespeclfiCP.. 
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Se recomienda lambién el empico de un sistema de FACS (Fluorcscein Activated 
Cell Sortcr) para registrar la fluorescencia en fonna cuantitativa y no sólo cualitativa. Se 
recomienda este sistema en lugar de un citómctro de flujo ya que, gracias a su capacidad de 
separar las células fluorescentes de las que no lo son, nos permitiría purificar las poblaciones con 
las que se dcsarrollan\n nuestros experimentos, evitando posibles intcñcrencias y alteraciones 
de los resultados debidas a los otros tipos celulares. 

CONCLUSIONES 

Los receptores inducidos por IL-1 p en los macrófugos residentes de la cavidad 
pcritoncal de ratón son resistentes y se vuelven más afines a la fonnación de rosetas después 
del tmlamicnto C<'ID tripsin~ lo que hace suponer que se trata de FcyRil, aunque no se descarta 
la posibilidad de que ésta molécula induzca al FcrRI considerando la afinidad por las lgG 
monoméricas. 

Los anticuerpos monoclonales oontra FcyR de humano no presentan reactividad con 
los FcrR de ratón. 

El reconocimiento que se presenta sobre células tratadas con IL-IP se debe a una 
reacción especifica del ah secundario con alguna molécula que es inducida por la IL-1 p y 
que muy probablemente es el FcyRII ya que la fluorescencia no se prcsaita sobre c:élulas tratndas 
con 1 FNr. que induce FcrRI y 111. 

Las evidencias presentadas par= indicar que IL-1 induce un receptor para Fe diferente 
a los inducidos por IFNy y que podria tratarse del FcyRll. 
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Apéndice 1 
Soluci6n Amorti¡uadora de Fosfatos 

(PBS) 

En 1 1 de agua bidcstilada, se disuelven las siguientes substancias: 

COMPUESTO 

Cloruro de Sodio 
Fosfato de Sodio Monob:lsico 
Fosfato de Potasio 
Cloruro de Potasio 

CONCENTRACION 
(gil) 
8.00 
2.16 
0.20 
0.20 

Una vez disueltas las sales se ajusta el pH a 7.2 con Acido Clorlúdrico y se esteriliza la 
solución por medio de autoclave por 20 minutos a 20 lb de presión. Esta solución se empica 
para mantener las células durante periodos breves de tiempo asl como para los lavados de la 
cavidad peritom:al de ratón 

Apéndice 2 
PREPARACION DEL MEDIO DE 

CULTIVO RPMI-1640 

Se mide un 90% del volumen final requerido de agua destilada y dcsiooizada y se coloca en 
un recipiente de tamaño lo más cercano posible a la medida del volumen final a preparar. La 
temperatura del ngua debe ser de 15-200 'C. Bajo agitación lenta y constante se ndiciona el 
RPMl-1640 (RPMI-1640 MEDIUM, Sigma Chcm. U.S.A.) hasta su disolución, no debe aplicarse 
calor al agua. Con un volumen maior al 5% del total de agua se enjuaga el paquete que contenga el 
Medio en polvo para remover cualquier traza de este que hubiera quedado adherido y se adiciona 
al recipiente. 

A la solución obtenida se le adicionan 2.0 g de Bicarbonato dC Sodio o 26.7 mi de solución 
de Bicarbonato de Sodio al 75% por cada litro de volumen fmal de Medio a prepararse. El medio en 
su presentación comercial contiene ya el aminoácido L-glutamina, sin embargo, el cultivo de células 
requiere de una mayor concentración del mismo. Por tal motivo, en esta etapa de la preparación 
se ndiciona L-glutamina (Sigma, Chcm. U.S.A.) en una concentración 2mM. La agitación es útil 
para la total disolución de estos compuestos. 

Se ajusta la solución a pH 7.2-7.4 a 20 "C usando para este fin Hidró<ido de Sodio. Se 
adiciona la cantidad de agua requerida para completar el volumen final y se esteriliza la 
solución filtrándola con membranas de poro de 0.22 m. 
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Sales lnorg¡\nicas 

Nitrato de Calcio 4lú0 
Sulfato do Magnesio anhidro 
Cloruro de Sodio 

COMPOSICION DEL RPMI-1640 

Concentración 
(sil) 

0.100 
0.04884 
6.0 

Fosfato Dibásioo do Sodio anhidro 0.8 

Aminoácidos 

L-arginina 
L-asparagina 
L-ácido aspártioo 
L-<:istina2HCI 
L-ácido glutámioo 
L-glutamina 
Glicina 
L-histidina 
L-hidroxiprolina 
L-ísoleucinas 
L-leucina 
L-lisina HCI 
L-mctionina 
L-fcnilalanina 
L-prolina 
L~rina 

L-trconina 
L-triplOfuno 
L-tirosina 
L-valina 

Vitaminas 

D-biotina 
Cloruro de Colina 
AcidoFólico 
Myo-IoosilOI 
Niacinamida 
Acido-p-Amino lleozoioo 
Acido-0-Panlolénioo 
Piridoxina HCI 
Riboflavina 
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0.2 
0.050 
0.20 
0.0652 
0.02 
0.300 
0.10 
0.015 
0.020 
0.050 
0.050 
0.040 
0.015 
0.015 
0.020 
0.030 
0.020 
0.005 
0.02883 
0.020 

0.0002 
0.003 
0.001 
0.035 
0.001 
0.001 
0.00025 
0.001 
0.0002 



TíaminaHCI 
Vitamina B-12 

Otros 

O-Glucosa 
Glutation reducido 
HEPES 
RojoFenol 

Ap~ndice3 

Solución de Alsever 

ESH1 ítSIS 
S~llft ~f. ti\ 

0.001 
0.000005 

2.00 
0.001 
5.958 
0.0053 

En un litro de agua destilada se disuelven los siguientes reactivos: 

Dextrosa 
Citrato de Sodio Dihidratado 
Acido Cbtrico Monohidratado 
Cloruro de Sodio 

20.50 g 
8.00g 
0.55g 
4.20g 

M nrnt: 
i.íH.iLiOTECA 

Los reactivos se disuelven con ngitación, el pH se ajusta a 6.1 y se esteriliza la solución en 
autoclave guardándose hasta su uso. 

Esta solución se usa para mantener Jos eritrocitos de camero en condiciones estables por S 
semanas a una temperatura de 4"C. La fónnula descrita es una modificación de la fónnula original 
dcAlscvcr. 

Apéndice 4 
Solución de Tripsina en PBS 

En 100 ml de PBS se disuelven 0.006 g de Tripsina tipo 11 porcina (Sigma Chcm., USA) 
con agitación constante. Una vez disuelta la tripsina. la solución se esteriliza mediante filtración con 
ayuda de membrana mUliporc de 22 m. Para evitar su autodigcstión, ya que las soluciones pierden 
el 75% de su actividad a la.i; 3 hrs, la enzima se prepara en el momento de uso. Sólo se pueden 
preparar soluciones un poco mas estables si en el solvente se añade gelatina parcialmente 
hidrolizada. 

En el organismo la Tripsina se forma por la acción de la entcrocinasa sobre el producto 
pancreático conocido como Tripsinógcno. La enzima una vez madura pesa 24 kD hidroli?.a los 
enlaces pcptídicos donde participan lisina y/o arginina aunque también es capaz de hidroli= 
éstcn:s y amidas. Su pH óptimo se encuentra entre 7 y 9. 
Fuente: Indcx Merck (1983). !Oa. Thc Merck Co. USA. pag. 1398. 
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Apéndice S 
SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS PARA INMUNOFLUORESCENCIA 

PilSI 
En l 1 de agun bidcstilada. se disuelven las siguientes substancias: 

COMPUESTO 

Cloruro de Sodio 
Fosfuto do Sodio Monobásico 
Fosfato de Sodio DibAsico 

CONCENTRACION 
(gil) 
8.50 
8.00 

42.00 

Una vez disueltas las substan<ias, se ajusta el pH a 7.35 con Acido Clorbldrico e Hidróxido 
de Sodio y se estcrili:za la solución por medio de autoclave por 20 minutos a 20 lb de presióo. 
Esta solución se emplea para los lavados de las células durante el dcsanollo de la técnica do 
Irununofluorcsccncia. 
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