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1. Introducciéon

Los adelantos tecnoldgicos de las vltimas décadas han influfdo decisivamente en el
desarrollo de la inmunologfa. ';qbn la ayuda de un equipo de laboratorio mucho mds
avanzado que el utilizado en la década de los afios 50 por Porter, Edelman y Nisonoff
(Premios Nobel, 1959), los inmunélogos de hoy en dfa han descubierto los mecanismos
moleculares que controlan la especificidad de la respuesta del sistema inmunitario y,
ademds, han podido aprovechar la ingenierfa genética para sintetizar los principales
péptidos inmunomoduladores.  Como una consecuencia, ha sido posible definir la
participacién del sistema inmunitario en la etiopatogenia de diversas enfermedades y han
aumentado rdpidamente las aplicaciones de la inmunologfa para mejorar la salud de la
poblacién mundial.

La profilaxis de las infecciones se ha ampliado con la produccién de vacunas
sintéticas. Los nuevos agentes inmunosupresores han mejorado considerablemente el
prondstico de los transplantes de 6rganos con los cuales se prolonga la vida de numerosas
personas.  Varias enfermedades que tenfan una etiopatogenia incierta o mal definida,
como la diabetes tipo I o la esclerosis miltiple, ahora estin caracterizadas como
transtornos del sistema inmunitario.  La clasificacién de otras enfermedades, como las
inmunodeficiencias, asf como los estudios para su tratamiento representan actualmente un
trabajo de identificacién de genes o secuenciacién de los aminodcidos que componen
pequefias moléculas sobre la membrana de algunas células. De los laboratorios han
surgido numerosos productos bioldgicos inmunoldgicamente activos, como las hormonas
del timo, que han sido utilizados para recuperar las funciones de gldndulas dafiadas o
ausentes. Asimismo, otras moléculas obtenidas en los laboratorios, como los
interferones o las interleucinas, han servido para miodular algunas funciones
inmunolégicas que han perdido su control o que necesitan ser reforzadas.

Este tltimo aspecto, el de los mensajeros y los moduladores de la respuesta del
sistema inmunoldgico, ha adquirido una inusitada importancia en el curso de los iltimos



afios.  Algunos han comparado el auge actual de su produccién y de sus aplicaciones
con el que tuvo, en su inicio, la produccién de antibi6ticos.

El presente trabajo de revisién estd dirigido a actualizar el conocimiento adquirido
respecto a la estructura qufmica y las principales actividades biolégicas de uno de esos
moduladores, la interleucina-6 (IL-6), que fue descubierto hace poco tiempo. El
significado biol6gico de esta molécula ha resultado tan amplio y heterogéneo que, para
los propésitos de un trabajo de actualizacién, se ha considerado conveniente ubicarla
simultdneamente en dos capftulos, el de los mediadores y el de los moduladores de la
inmunidad. Por esta razén, la primera parte del trabajo estd dedicada a revisar,
brevemente, el conocimiento que se tiene actualmente sobre las citocinas en general y,
sobre las interleucinas en particular, para comparar e interrelacionar sus numerosas
actividades. Tan solo una vez completo este marco de referencia, el trabajo se dirige
concretamente hacia la IL-6, para definir sus principales caracteristicas y ordenar, asf
como analizar y discutir, la informacién acumulada respecto a sus principales actividades
bioldgicas.



2. Citocinas

2.1. Generalidades.

La efectividad de las funciones del sistema inmunitario depende de diferentes
subpoblaciones de células inmunocompetentes.  Para que una respuesta inmunitaria se
inicie, se desarrolle y resulte efectiva, se requiere que todas esas células interaccionen
entre sf de una manera ordenada. Esto solamente es posible gracias a la existencia de
diversas sefiales que permiten la comunicacién intercelular.  Cuando las células se
comunican mediante la adhesién de sus membranas, las sefiales se transmiten por la
interaccién de varias moléculas, denominadas "integrinas", que se encuentran en la
matriz extracelular @41,  En cambio, la comunicacién a distancia implica la produccién
de otras moléculas, mensajeros, que se liberan hacia el espacio intersticial y que se
conocen como "citocinas”.

Las citocinas son proteinas con miltiples actividades bioldgicas que se producen en
una gran variedad de células del cuerpo. Ejercen funciones muy importantes en muchos
procesos fisiolégicos y son fundamentales para el establecimiento y el desarrolio de las
respuestas del sistema inmunitario.  Las principales citocinas son las linfocinas, las
monocinas, las interleucinas, los interferones y los factores de crecimiento. Todas ellas
son mensajeros quimicos que comunican entre s{ distintos tipos de células. De este
modo, amplifican la respuesta inmunitaria, modulan su desarrollo y mantienen la
homeostasis del organismo 5, 68,212),

Las citocinas son fundamentales para conservar la salud.  Sin embargo, se ha
observado que la patogenia de varias enfermedades inmunoldgicas se encuentra asociada
a un exceso o un defecto en la sintesis de estas moléculas. Asimismo, por la razén
anterior, algunas citocinas han sido utilizadas como agentes' terapéuticos de varios
transtornos inmunolégicos 5,



Las citocinas poseen las siguientes caracterfsticas que son comunes a todas ellas :

1. Son protefnas de bajo peso molecular (menos de 80 kDa) y generalmente se
encuentran glucosiladas.

2. Participah en el desarrollo de numerosos procesos inmunitarios e inflamatorios,
regulando su amplitud y duracidn.

3. Su produccidn es local y transitoria, actuando de manera aut6crina.

4. Ejercen su accién a concentraciones de picomoles, 1o que las hace extremadamente
potentes.

§. Interactiian con receptores especificos, los cuales estdn localizados en la superficie
de las células blanco, con una densidad aproximada que varfa entre 10 y 10,000
receptores por célula.

6. Su unién a dichos receptores provoca un cambio en el patrén de sintesis de RNA
celular y de protefnas, modificando el comportamiento de éstas células.

7. Cada una de ellas posee miiltiples actividades, algunas de las cuales estdn
compartidas con otras citocinas.

Los efectos biol6gicos de las citocinas se pueden presentar en cadena, a través de los
siguientes mecanismos :

1. Unas citocinas pueden inducir la produccién de otras.

2. Algunas citocinas modulan la expresién de los receptores especificos para otras, en
la superficie de sus células blanco.

3. Casi todas las citocinas pueden estimular las funciones celulares de una manera
sinérgica, aditiva o antagénica.

La identificacién y caracterizacién de las citocinas, asi como el estudio de sus
propiedades quimicas y biol6gicas, ha sido posible mediante el uso de cultivos celulares y
de las técnicas de aislamiento y clonacién de genes. Con estos procedimientos se han
producido cantidades considerables de ellas en forma pura, empleando como fuente de
estos genes a células humanas y de ratén. Entre las principales células que normalmente
las producen se encuentran los fibroblastos, los queratinocitos, las células endoteliales,
los linfocitos y los monocitos.

En el organismo, las citocinas son secretadas de manera natural, en respuesta al
estimulo de una serie de factores externos e internos.  Entre éstos, los principales son los
agentes infecciosos, las células tumorales, los complejos antigeno-anticuerpo [Ag-Ac],



las toxinas de los microorganismos y, en general, el dafio tisular por distintas causas. Las
citocinas estimulan las células y generan respuestas de poca duracién, que al principio
son inespecfficas y locales.  Posteriormente, esas respuestas se pueden amplificar y
extenderse hacia otras partes del organismo. Todo esto implica la puesta en marcha de
un conjunto de eventos que son necesarios para la limitacién, el rechazo y la reparacién
de las lesiones tisulares causadas por cualquiera de los agentes mencionados.  Las
citocinas son una parte importante de las respuestas inflamatoria e inmunitaria. En este
iltimo caso destacan sus efectos reguladores sobre la proliferacién y la activacién de las
células fagociticas y los linfocitos T y B.

La sintesis de las citocinas ocurre en una forma conjunta y organizada. Su
produccién de manera natural no es indiscriminada, sino que estd sujeta a diversos
controles. Las citocinas se regulan unas a otras mediante varios mecanismos. Los mds
conocidos son la competencia entre ellas, la interaccién e induccién mutua en cascada y
los mecanismos de retroalimentacién positiva o negativa (13,

TABLA 1. CLASIFICACION DE LAS CITOCINAS MAS IMPORTANTES.

Y
.

Factores estimulantes de la hematopoyesis.
1. ERITROPOYETINA, .
2. FACTOR ESTIMULADOR DE COLONIAS DE GRANULOCITOS Y MACROFAGOS,
3. FACTOR ESTIMULADOR DE COLONIAS DE MACROFAGOS,
4. FACTOR ESTIMULADOR DE COLONIAS DE GRANULOCITOS,
§. INTERLEUCINAS.
II. Factores necrosantes de tumores,
1. TNFa / CAQUECTINA,
2. TNFf / LINFOTOXINA.
HI. Interferones.
1. IFNa,
2. IFNB,
3. IFNy.
IV, Factores de transformacién del crecimiento.
1. TGFp1 o CIF-A,
2. TGFp2 o CIF-B,
3. TGFp1, 2,
4. TGFf3.
V. Interleucinas.




2. 2. Factores estimulantes de Ia hematopoyesis.

Son un conjunto muy importante de citocinas que comparten, como caracteristica, la
capacidad de estimular la formacién de colonias de células hematopoyéticas provenientes
de progenitores localizados en la médula ésea. Por esa razén, se les conoce también
como "Factores Estimulantes de Colonias" (CSF). Los CSF funcionan como
reguladores de la proliferacién y diferenciacién de diversos tipos de células sangufneas,
entre los cuales se pueden mencionar los neutrdfilos, monocitos, linfocitos, eritrocitos,
plaquetas, eosin6filos y basdfilos. Todas estas células se producen normalmente en la
médula Gsea aunque, en ciertas condiciones, como durante la vida intrauterina, la
hematopoyesis también puede ocurrir en el hfgado y en el bazo. Los CSF son
importantes desde un punto de vista inmunolégico porque, gracias a ellos, se mantiene un
flujo constante de linfocitos y monocitos, desde la médula ésea hacia los drganos
linfoides primarios y secundarios . 39, 315),

2. 2. 1. Eritropoyetina [EPO].

Se produce en las células instersticiales del rifidn. Aunque se desconoce su agente
inductor, se sabe que su produccién depende de la presién parcial de O) en la sangre. Su
principal actividad biolégica es la de regular la eritropoyesis, estimulando la maduracién
de los precursores de los eritrocitos, la s{ntesis de hemoglobina y la liberacién de los
reticulocitos a la circulacién. Las concentraciones elevadas de EPO también estimulan
la produccién de megacariocitos 179,

2. 2. 2. Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos.

El factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos [GM-CSF] se
produce normalmente por el estfmulo de varias citocinas que son sintetizadas en
diferentes células.  Asf por ejemplo, las interleucinas 1 [IL-1] y 2 [IL-2] estimulan
linfocitos T para que produzcan GM-CSF; el mismo factor puede ser sintetizado por las
células endoteliales cuando éstas son estimuladas por la.IL-1 y el factor nrcrosante de
tumores [TNF}. En experimentos realizados con monos Rhesus inyectados con el GM-
CSF, a los animales se les ha provocado un incremento signiﬁéaﬁvo en la cantidad de
granulocitos, monocitos y linfocitos circulantes, Este factor también activa la capacidad

que tienen las células de la serie granulocftica para fagocitar y lisar células tumorales
a83),
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Figura 1. Esquema que muestra la estimulacidn simultdnea del tejido hematopoyético por diferentes
citocinas, Los factores estimulantes de la médula dsea pueden ser pmducldos por varias células,
particularmente por los macrdfngos, dspués de su interaccidn con varios factores inductores, Entre
éstos \timos dest los r popolisacarfdicos que proceden de la pared celular de las
bacterias Gram negativas, las cuales se encuentran localizadas en el intestino. La estimulacién
continua del tejido hematopoyético asegura un flujo adecuads de linfocitos T y B, inmaduros, desde
Ia médula dsea hasta los drganos linfoides primarios y secundarios,
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Figura 2. Esquema sobre los mecanismos propuestos para explicar 1a inducidn de la sfntesis de DNA

por e CSF-1. Este factor estimula la proliferacidn, d:ferencmudn y activacidn de las células
precursoras de los macrdfagos que se encuentran en el "tejido hematopoyético de la médula 6sea. La
unién del CSF-1 al producto del proto-oncogene c-fims se continda con Ia internalizacidn del complejo
ligando-receptor y con Ia activacidn de las cinasas que fosforilan la tirosina de diversos substratos e
inician una respuesta celular en cascada. Para que este tltimo evento se leve a cabo ocurre una
hidrdlisis de los fosfolfpidos de la membrana, aumenta la sintesis de DNA y la formacién de RNAm,
aumenta la expresidn de varios oncogenes y se inicia la sintesis de varias protefnas estructurales,
enzimdticas o de secrecion. La unién de IL-6 con su receptor induce una respuesta similar de las
células hematopoyéticas.



2. 2. 3. Factor estimulante de colonias de macrdfagos [CSF-1].

Estas glucoprotefnas pueden ser producidas en macréfagos estimulados por el
interferén [IFN] y el TNF, en células endoteliales estimuladas por IL-1 y TNF Yy,
ademds, en fibroblastos estimulados por IL-1. A su vez, los CSF-1 estimulan las células
progenitoras de los monocitos para que se diferencien hacia colonias de monocitos 179,

2. 2. 4. Factor estimulante de colonias de granulocitos [G-CSF].

Este factor puede ser producido por varias células. En las células endoteliales, su
sintesis se induce con IL-1 y TNF; en los fibroblastos, por el TNF y, en los monocitos,
por el IFN y el TNF. Los efectos del G-CSF son la estimulacién de la proliferacién de
las células progenitoras de los granulocitos y, en asociacién con IL-3 e IL-6, de las
células madres hematopoyéticas. Su administracién incrementa considerablemente y de
manera exclusiva el mimero de granulocitos periféricos 1,179,

2. 2. 5. Interleucinas.

Existen varias interleucinas con la propiedad de estimular las células de la médula
6sea,  La interleucina-3 (IL-3) es una de las m4s conocidas, pero también se ha
demostrado que IL-1, IL-6, IL-7 e IL-10 tienen un efecto similar. Las actividades
biolGgicas de todas ellas serdn analizadas en el capitulo siguiente.

2. 3. Factores Necrosantes de Tumores [TNF].

Estas citocinas pueden ser sintetizadas en los monocitos y los macréfagos que son
estimulados por polisacdridos o lipopolisacdridos [LPS] de bacterias, hongos y
protazoarios. Hasta ahora se conocen dos TNF diferentes que han sido denominados o

yB.

2, 3. 1. TNFa o caquectina.

Es una glucoprotefna multifuncional que comparte muchas actividades bioldgicas
con la IL-1. Tiene una accién directa antiviral y antitumoral. Produce fiebre por
estimulacién del hipotdlamo y altera el metabolismo de las grasas, ocasionando una



pérdida de peso que puede llegar hasta la caquexia, razén por la cual también se le
conoce como "caquectina”. El TNFa estimula las actividades de los linfocitos T y
deprime la produccidn de anticuerpos por los linfocitos B @29, 215),

2.3. 2. TNFB o linfotoxina (LT).

Es una glucoproteina que, en los ratones, se produce en los linfocitos T CD4 de la
clase II (TH3), los cuales también sintetizan IL-2 e IFNy cuando son estimulados por
antigenos especfficos o por mitégenos de células T. Las clonas de linfocitos T
citotéxicos [Tc] producen LT cuando reaccionan con sus antigenos especificos o cuando
son estimuladas por la Concanavalina A {Con-A].  Los leucocitos de sangre periférica
también pueden producir LT cuando son estimulados con mitégenos o con éster forbol
mds mitégenos.  Otros inductores de su produccién son el virus de la estomatitis
vesicular, el virus del herpes simple o la adicién al medio de cultivo'de poli-C. La LT
es un factor citotéxico que, ademds, aumenta la  vascularidad capilar y causa
inflamacién, Participa en la defensa del huésped contra tumores y lo defiende contra los
microorganismos invasores, como los pardsitos por ejemplo. Sus principales actividades
inmunolégicas son incrementar la expresién de ant{genos de histocompatibilidad Clase 11
y mediar la actividad Iitica de las células Tc : 219,

2. 4. Interferones [IFN].

Los IFN son proteinas solubles, cuya existencia se conoce desde 1957. Existen tres
clases de interferones humanos (e, B y y) que son antigénicamente distintos 'y que se
producen en diferentes poblaciones celulares, cuando éstas son estimuladas con diferentes
agentes inductores. En Ifneas generales, los IFN son protefnas que modifican la
multiplicacién y la diferenciacion de una gran variedad de células y que, ademds, tienen
una potente accién antiviral, inmunomoduladora y anti-proliferativa.  Incrementan las
funciones bactericidas y tumoricidas de los macréfagos. También aumentan la sfntesis
de IL-1 y la expresidn tanto de los receptores para la porci6én Fc de las inmunoglobulinas
como de los antfgenos de histocompatibilidad, clases I y II. Los IFN tienen, ademds, un
efecto directo sobre las actividades parecidas a las de las células -asesinas naturales [NK]
en los linfocitos granulares grandes [LGL] y sobre la diferenciacién de los linfocitos T y
B (68, 281), .
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en los linfocitos granulares grandes [LGL] y sobre la diferenciacién de los linfocitos T y
B (68, 281)

2. 5. Factor p de Transformacién del Crecimiento [TGF-f].

Es un factor de crecimiento para fibroblastos que promueve la cicatrizacién de las
heridas. Estimula la resorcidn osteocldstica del hueso y activa los osteoblastos. Inhibe
la generacién de linfocitos T citotdxicos y la proliferacién de linfocitos T y B. Suprime
el desarrollo de células NK y de linfocitos asesinos activados por linfocinas [LAK].
Bloquea los efectos estimulantes de la proliferacion que tiene la IL-2 sobre los linfocitos
T y B. Inhibe la produccién policlonal de anticuerpos. TGFp posee una actividad
antiproliferativa y se le puede considerar como un inhibidor de la hematopoyesis y de la
inmunidad. Es producido por una gran variedad de tipos celulares ¢omo las plaquetas,
los linfocitos y los macréfagos activados, asf como por las células de la placenta, de los
rifiones y de los huesos.  Hasta ahora se conocen los cuatro siguientes factores de
transformacidn del crecimiento : TGFf; o CIF-A, TGFBy o CIF-B, TGFB12 'y
TGFp3 @81

2. 6. Interleucinas.

Este conjunto de citocinas se describe en el capftulo siguiente,
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3. Interleucinas (IL)

3. 1. GENERALIDADES.

Se denomina "interleucinas” a un conjunto de protefnas que funcionan como
mensajeros porque, directa o indirectamente, permiten la comunicacién entre diferentes
subpoblaciones de leucocitos que participan en la respuesta del sistema inmunitario.

Las interleucinas representan el grupo mds amplio y diverso de las citocinas. Hasta
ahora han sido identificadas 12 clases diferentes. De todas ellas, solamente las diez
primeras han sido aceptadas por el grupo de expertos que forman parte del Subcomité
para la nomenclatura de las interleucinas, el cual estd auspiciado por la Organizacién
Mundial de la Salud (WHO) y la Uni6n Internacional de Sociedades de Inmunologfa
(IUIS) @37 Esto se debe a que son varios los criterios exigidos para la denominacién
oficial de una molécula como interleucina. Asf por ejemplo, una interleucina debe haber
sido purificada, clonada molecularmente y expresada por un grupo de células cultivadas.
Los nucledtidos de su DNAc y los aminoécidos que la componen deben tener secuencias
distintas a las que ya han sido descritas para otras moléculas conocidas. Ademds, debe
tratarse de un producto natural, sintetizado por células del sistema inmunitario, que sea el
mediador de una funcién potencialmente importante para la respuesta del sistema y,
preferiblemente, debe desarrollar més de una actividad biolégica @12). A continuacién se
describen brevemente las principales caracteristicas y actividades biol6gicas de las doce
interleucinas que han sido caracterizadas hasta ahora.

3. 2. INTERLEUCINA 1 [IL-1].

Se conoce desde 1972, cuando se la identificé como un factor, producido por los
macréfagos, que podia actuar como estimulante de la proliferacién de linfocitos murinos.
Esta protefna se presenta en forma de dos péptidos distintos: IL-1a o factor activante de
linfocitos [LAF] e IL-1p o factor activante de células B [BAF], que tienen propiedades



bioqufmicas similares pero que son distintos desde un punto de vista antigénico. Las
IL-1, o y B, son producidas principalmente por los macréfagos y, ademds, por los
queratinocitos, las células endoteliales los ﬁbroblastos\, los linfocitos T y B, las células
dendrfticas, los neutréfilos, las células del miisculo liso y, en general, por casi todas las
células nucleadas de los organismos vertebrados. Su produccién es estimulada por
adyuvantes como el muramil dipéptido (MDP] y los LPS. Otros inductores son las
sustancias activadoras de los linfocitos como el TNF, los CSF y el IFNy.

Entre las principales actividades biolégicas de la IL-1 estdn la de ser mediador de los
fenémenos inflamatorios junto con la IL-6, el TNF«, la IL-8 y las prostaglandinas (PGs].
Posee una actividad antiviral indirecta y puede actuar como agente citostdtico y citocida
sobre células tumorales o infectadas por virus. Tiene la propiedad de estimular las
células de 1a gldndula hipdfisis y del hipotdlamo, a través de las cuales aumenta la sintesis
de corticosteroides y produce fiebre. IL-1 también estimula las células progenitoras del
tejido hematopoyético, actia sobre los linfocitos T incrementahdo su produccién de
citocinas y promueve la proliferacién y la produccién de anticuerpos por los linfocitos B.
Puede actuar sobre otros tipos de células, como los fibroblastos, los neutréfilos y las
células epiteliales, entre muchas otras, ya sea activdndolas, intensificando sus actividades
o induciendo la produccién de otras citocinas 4. 28,

3. 3. INTERLEUCINA 2 [IL-2].

Es un péptido conocido desde 1976 como factor de crecimiento de células T [TCGF].
Estimula la proliferacién y la produccién de linfocinas por los linfocitos T, pero también
actiia sobre los linfocitos B y las células asesinas naturales [NK]. Estimula la formacién
de células asesinas activadas por linfocina {LAK]. Los macréfagos activados también
responden a la IL-2 activando su actividad tumoricida.

Las principales células productoras de IL-2 son los linfocitos TH; CD4+) y también
los linfocitos granulares grandes [LGL] CD2(+) y CD6(+),  Su produccién es inducida
por la IL-1, por el reconocimiento de antigenos, por los activadores policlonales de las
células TH; y por la unién de ligandos a los receptores de superficie CD2.  Los
superantigenos (exotoxinas de estafilococos) que se ligan a las cadenas B del receptor de
los linfocitos T, también estimulan la sintesis de grandes cantidades de IL-2, las cuales
son las responsables de las manifestaciones clinicas del shock t6xico. Las principales
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actividades biolégicas de IL-2 son estimular los linfocitos T y promover la produccién de
otras linfocinas como el IFNy, TNFf, 1L-4, IL-6 y, algunos factores estimulantes de la
proliferacién del tejido hematopoyético como IL-3, IL-§, GM-CSF y TGFB. La IL-2
incrementa la citotoxicidad de los linfocitos T y expande la cantidad de células con
capacidad de reaccionar con el antfgeno. IL-2 ha sido utilizada en el tratamiento de
pacientes con ciertos tipos de cdncer, bien sea administrada directamente o incubada con
linfocitos autélogos que posteriormente son reinyectados a los enfermos (69,280,

3.4. INTERLEUCINA 3 [IL-3].

Es un factor estimulante de crecimiento del tejido hematopoyético, producido
Gnicamente por los linfocitos T e inducido por la IL-2.  Sus actividades bioldgicas se
extienden a todas las lineas de diferenciacién hematopoyéticas, excepto las linfoides, de
modo que estimula y mantiene el crecimiento de colonias de granulocitos, eritrocitos,
monocitos y megacariocitos (179 28D,

3. 5. INTERLEUCINA 4 (IL-4].

Es una protefna producida por los linfocitos THy, que estimula principalmente la
proliferacién de los linfocitos B previamente activados y, por consiguiente, promueve la
produccidén de anticuerpos. Inicialmente fue denominada Factor I de crecimiento de
células B [BCGF-I] o Factor I estimulante de células B {BSF-I}. Por lo tanto, es el
principal regulador de la expresién de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas [Igs].
Sin embargo, también puede estimular los linfocitos T, las células cebadas y los
eosinéfilos. Ademds, coestimula el desarrolio de los precursores hematopoyéticos, junto
con los CSF, e induce la maduracién de células mieloides. Asimismo, incrementa la
expresién superficial de las moléculas Clase II codificadas en el Complejo Principal de
Histocompatibilidad [MHC] y de los receptores para la fraccién cristalizable [Fc} de la
inmunoglobulina E [IgE]l. Esta interleucina sinergizd su accién con la IL-2 y es un
potente activador de la actividad citocida de los macréfagos, @81, ’
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Figura 3. Esquema que muestra las diferentes actividades de las cuatro primeras interleucinas, Los
macréfagos y los linfocitos T aparecen como las principales células que las sintetizan. También se
muestran las principales células blanco y algunas de las actividades que éstas desarrollan después de
recibir el mensaje de las interleucinas,
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3. 6. INTERLEUCINA 5 [IL-5].

Es producida por los linfacitos THz y, junto con la IL-2, actda sobre los linfocitos B,
estimulando su proliferacién y diferenciacién. Por esta razén y porque promueve la
sintesis de anticuerpos (especialmente los del isotipo IgA producidos por las células
plasmadticas que derivan de los linfocitos B), inicialmente se le denominé Factor I del
Crecimiento de las Células B [BCGF-II]. La IL-5 también estimula la hematopoyesis,
induciendo la diferenciacién de las células precursoras de los eosindfilos @80,

3. 7. INTERLEUCINA 6 [IL-6).

La IL-6 es una fosfoglucoprotefna producida principalmente pdr los linfocitos THy y
por los macréfagos. Participa en la conservacién de la continuidad y en el control de la
respuesta inmune, asf como en la induccién de las reacciones inflamatorias.
Primordialmente estimula la diferenciacién de los linfocitos B, activa la sintesis de
proteinas de fase aguda y estimula la proliferacién de células progenitoras
hematopoyéticas en la médula ésea, aunque también actiia sobre los sistema nervioso y
endéecrino.  En los capftulos siguientes se describirdn sus principales caracterfsticas
fisicoquimicas y las actividades bioldgicas que pueden ser estimuladas después que la IL-
6 interacciona con su correspondiente receptor 330),

3. 8. INTERLEUCINA 7 [IL-7).

Esta citocina es producida por las células del estroma de la médula ésea y actiia,
principalmente, sobre los progenitores de los linfocitos T y B.  Por esta razén ha sido
considerada como una linfopoyetina. Sin embargo, IL-7 también ejerce su efecto sobre
las células precursoras de la serie mieloide y de los megacariocitos @89,

3.9.INTERLEUCINA 8 [IL-8].

Fue conocida inicialmente con los nombres de péptido-1 activador de los neutréfilos
[NAP-1], factor monocitico quimiotdctico para neutréfilos [MDNCF] y, ademds, péptido



monocitico activador de neutréfilos [MONAP]. Es un potente agente quimiotictico que
se une a la heparina. Participa en diversos procesos inflamatorios, atrayendo
principalmente a los neutréfilos y a los linfocitos T, hacia los sitios del cuerpo donde se
presentan infecciones, traumas, cdncer o isquemias. Sus principales células blanco son
los neutrdfilos, los cuales tienen aproximadamente 20,000 receptores/célula para IL-8.
Los linfocitos T son sensibles a dosis mds bajas de la misma interleucina. La IL-8
induce cambios en la morfologfa de los neutréfilos y los estimula para que se adhieran a
las protefnas de la matriz extracelular, al endotelio de las venas umbilicales y a la
superficie de los pldsticos.  Ademds, induce la transmigracién de ellos a través de
monocapas de células endoteliales y estimula la expresién de moléculas de adhesion
superficiales como ELAM-1.  Los resultados de trabajos recientes sugieren que la
produccién local de IL-8, por las células endoteliales activadas, puede modular las
interacciones entre los leucocitos y el endotelio durante la inflamacién aguda. Otras
células que la producen son los macréfagos, monocitos y fibroblastos (12,83, 302),

3 .10. INTERLEUCINA 9 [IL-9].

Es una protefna que se obtuvo del sobrenadante de algunas lineas celulares de
linfocitos TH murinos, estimulados con el mitégeno Con-A. Inicialmente se le
denomind factor P-40 estimulante del crecimiento de células T murinas.  Es muy
parecida a un factor de crecimiento hematopoyético humano que estimula la
multiplicacion de lineas de células leucémicas derivadas de megacarioblastos humanos.
Por ello se dice que IL-9 puede actuar sobre células de linage linfoide y mieloide. Las
células que han presentado receptores para IL-9 son los linfocitos TH, los macréfagos y
una linea de células cebadas. In vitro, sus actividades bioldgicas son especificas y
exclusivas para células TH CD4 () productoras de IL-2 & de IL-4 §14,344)

3. 11. INTERLEUCINA 10 [IL-10].

Inicialmente fue denominada factor inhibidor de la sintesis de citocinas [CSIF]. En
los linfocitos TH de ratén, la IL-10 es capaz de inhibir la produccién de IFNy y de otras
citocinas. La IL-10 producida por una linea de linfocitos B posee actividad de factor
estimulador del crecimiento de células T, por lo que también se le conoce como factor,
derivado de linfocitos B, que estimula el crecimiento de las células T [B-TCGF]. Otras



células productoras de este factor son los timocitos, los esplenocitos estimulades con
ionéforos de calcio o con forfol miristato acetato (PMA) y las células CH 12L.X.4866
derivadas de un linfoma de linfocitos B. En presencia de IL-2 e IL-4, la IL-10 es capaz
de incrementar la proliferacidn de timocitos fetales e inmaduros, del tipo CD4(+)>: CD8®»
CD40)/8(+) y CD40)/80), El efecto es temprano, directo y dependiente de Ia dosis de
IL-10 afiadida, la cual también induce la expresién del conjunto de moléculas que forman
el antfgeno de diferenciacién conocido como CD3. La IL-10 es un cofactor para los
linfocitos T citotéxicos, ya que, en presencia de IL-2, ellos incrementan
significativamente su proliferacién (46,168, 150),

3. 12. INTERLEUCINA 11 [IL-11].

Es una nueva citocina, descubierta en1990, que tiene Ia caractetistica de ser un factor
inductor de la megacariopoyesis. Hasta ahora sélo se conoce que es producida por lineas
celulares del estroma de la médula Gsea y que parece actuar de manera sinérgica con la
IL-3, estimulando la formacién de colonias de megacariocitos. También se ha
comprobado que estimula la proliferacién de algunas lineas celulares dependientes de IL-
6; ademds estimula Ia expresién de los mismos genes de las protefnas de fase aguda que
induce esta ltima interleucina 8,

3.13. INTERLEUCINA 12 [IL-12].

Fue descubierta en 1990, como un factor, producido por células B humanas, que era
capaz de potenciar la actividad de IL-2 para incrementar la maduracién de los linfocitos T
citotdxicos [Tc]. Denominado originalmente CLMF, ahora se le conoce como IL-12. Su
estructura ha sido considerada muy parecida o idéntica a la de otro factor, que habfa sido
descubierto en 1989, llamado factor estimulador de las células NK [NKSF]. La IL-12
tiene un espectro de actividad diferente al de otros factores estimulantes de los linfocitos
T citotéxicos como IL-2, IL-4 e IL-7, ya que actiia sobre células T que se encuentran
activadas. En cambio, no provoca Ia proliferacién de estas mismas células cuando ellas
se encuentran en reposo “%: 77,



TABLA II.

PRINCIPALES ACTIVIDADES DE LAS INTERLEUCINAS *

actividad

interleucinas

Estimulacién de la mitosis
Inhibicién de la mitosis tumoral
Activacién de macréfagos
Estimulacién de granulocitos
Estimulacién de eosindfilos
Estimulacién de linfocitos NK
Estimulacién de células LAK
Activacién de linfocitos B
Proliferacién de linfocitos B
Diferenciacién de linfocitos B
Activacién de linfoctos T
Proliferacién de linfocitos T
Diferenciacién de linfocitos T
Activacién de células endoteliales
Induccién de fiebre

Sintesis proteinas fase aguda
Actividad antitumoral
Estimulacién hematopoyesis
Estimulacién linfocitos Tc

Estimulacién megacariocitos

1

+ + + +

+ o+ o+ o+
+ o+ 4+ + 4+

+ + + o+ +

2 3 45 6 7 8 9

+ + +

+

+ o+ o+ o+ 4

10 11 12
+ + + +

+ + + +
+
+
+

+ + 4+ o+ + o+
+

* Tomada de diversos autores



4. IL-6 : Purificacién y caracterizacién

4. 1. Antecedentes histéricos.

Al principio de la década de los arios 80 ya se conocia que, por lo menos, dos clases
de factores solubles eran necesarios para controlar la diferenciacién y la respuesta de
anticuerpos de los linfocitos B. Unos de ellos estimulaban la multiplicacién de las células
activadas y los otros promovian la diferenciacién de las mismas para que se convirtieran

en células plasmédticas y fueran capaces de liberar los anticuerpos.  Estudios realizados.

posteriormente permitieron separar y purificar algunos de esos factores solubles, los
cuales fueron identificados como IL-4, IL-5 e IL-6. M4s adelante se pudo determinar la
secuencia de sus aminodcidos y clonar sus respectivos dcidos desoxirribonucleicos
complementarios [DNAc].

La primera de esas tres interleucinas fue conocida inicialmente como Factor I
Estimulante del Crecimiento de los Linfocitos B [BCGF-1 6 BSF-I], una vez que se hubo
demostrado que era necesaria para la activacién temprana de las células B que se
encontraban en reposo. La IL-5, que inicialmente fue llamada Factor II de Crecimiento
de las células B [BCGF-II] porque tenfa el mismo efecto estimulante que el anterior,
también se requiere para el crecimiento de los linfocitos B activados. En cambio, la IL-6
[BCDF o BSF-2] sdlo actia en la diferenciacién final de las células B, para que éstas se
puedan convertit en células plasméticas productoras de anticuerpos 132),

La IL-6 es una protefna cuyas principales actividades biolégicas fueron conocidas
varios afios antes de caracterizarla.  Inicialmente fue aislada en el sobrenadante de
ciertos cultivos celulares e identificada con diversos nombres, los cuales estaban
relacionados con los diferentes efectos que ejerce sobre sus células blanco. Su presencia
se demostré por primera vez en cultivos de células mononucleares, obtenidas de la sangre
periférica, que habfan sido estimuladas con mitégenos o con antfgenos (198,
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La identificacién de todas esas moléculas como IL-6 se logrd a finales de 1986 y al
principio de 1987, mediante el trabajo simultineo de varios grupos de investigadores.
El primer DNAc de la IL-6 lo obtuvieron Weissenbach et al $38) en 1980, al clonar dos
DNAc del IFNB, obtenidos a partir de un RNAm de 1.3 kb que habfa sido inducido por
la estimulacién de fibroblastos con poli-rl, poli-rC y cicloheximida. El producto de
estos DNAc fue una protefna de 26 kDa, que posefa una actividad antiviral, por lo que se
le llamé IFNB2 @38, Solo varios afios mds adelante, se pudo comprobar que el IFNfS2
tenfa una relacién antigénica y funcional con moléculas recombinantes de IL-6 {rIL-6].

Dos afios mds tarde, en 1982, Content er al ¥® también clonaron este mismo
RNAm de 1.3 kb y obtuvieron una protefna [Factor-26K} del mismo peso molecular que
el JFNB, pero sin una actividad antiviral ni una relacién serolégica con esta tltima
molécula. Posteriormente, al secuenciar los nucledtidos que codificaban para el Factor-

26K, los mismos autores “® encontraron que el DNAc de esta profefna era diferente al .

del IFNB. Asf, en una forma paralela, se obtuvo la clonacién molecular y la
secuenciacién de los nucledtidos cosrespondientes a dos moléculas aparentemente
diferentes, las cuales fueron llamadas IFNP2 y protefna 26K, respectivamente 0, 338),

En esos mismos afios, otros grupos de investigadores (109 300) descubrieron que las
células T producfan un factor que estimulaba tardiamente la diferenciacién de células B .
Ademds, dicho factor era capaz de inducir la sintesis de inmunoglobulinas, tanto en
linfocitos B activados como en Ifneas de células B infectadas con el virus de Epstein-Barr
o en células B normales que habfan sido estimuladas con Staphylococcus aureus, cepa
Cowan 1 [SAC] (198,

Esta otra proteina, denominada Factor 2 Estimulante de Células B [BSF-2}, fue
purificada y caracterizada por Hirano er al en 1985 @8, Su DNAc también fue obtenido
por este mismo grupo de investigadores ®7, al afio siguiente, a partir de una linea de
células T humanas que habfan sido transformadas con el virus de la leucemia tipo 1
[HTLV-1]. Posteriormente, al conocerse la secuencia de aminoidcidos de la BSF-2,
resultd ser idéntica a la de las moléculas IFNB2 y protefna-26K, cuyos nucledtidos habfan
sido secuenciados previamente 0, 338) y presentados como los DNAc correspondientes a
dos protefnas diferentes.
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El estudio de factores estimulantes del crecimiento de plasmocitomas e hibridomas
derivados de linfocitos B humanos y murinos fue otro camino que condujo a la
identificacién de la IL-6. En 1986, Van Snick er al ©26 purificaron un Factor
estimulante del crecimiento de hibridomas, llamado IL-HP1, a partir del sobrenadante de
una lfnea de células TH de ratén. Los estudios iniciales revelaron que esta molécula no
parecfa tener una secuencia de aminodcidos homéloga con alguna otra protefna conocida.
Un afio mds tarde, Nordan y su equipo de investigadores @10 obtuvieron, del
sobrenadante de cuitivos de macréfagos, otra molécula semejante a la IL-HP1 que fue
conocida como Factor estimulante del crecimiento de plasmocitomas [PCT-GF] .

En ese mismo afio, Van Damme e¢ al 616 purificaron otro factor estimulante del
crecimiento de hibridomas y plasmocitomas [HPGF], derivado del medio de cuiltivo de
una linea celular de osteosarcoma humano, que habfa sido tratada previamente con IL-1.
La secuencia de amino4cidos en el extremo NHj-terminal de dicho factor resulté ser.
completamente igual al de las moléculas IFNfi2, 26K y BSF-2; en cambio, tenfa poca
homologfa con el factor conocido como IL-HP1 617, 318, Poco tiempo después, al
clonarse el DNAc de éste Ultimo, se demostré que si posefa homologia con el factor
estimulante del crecimiento de hibridomas derivados de células humanas o HPGF 629 .

Finalmente, en 1987, Poupart er al @27 propusieron que todas estas moléculas, entre
las cuales existfan diversos grados de similitudes estructurales y funcionales, fueran
denominadas con el nombre genérico de IL-6. En la Tabla siguiente se presenta una lista
de todas ellas. Estudios posteriores han aclarado que todas son iguales a la IL-6 (132) |

TABLA III. FACTORES IGUALES A IL-6

1. INTERFERON f2,

2. PROTEINA de 26 Kd,

3. FACTOR 2 ESTIMULANTE DE CELULAS B,

4. FACTOR ESTIMULANTE DE HEPATOCITOS,

5. FACTOR DE CRECIMIENTO DE MIELOMA/PLASMOCITOMA,
6. FACTOR 2 INDUCTOR DE GRANULOCITOS/MACROFAGOS,

7. FACTOR DE DIFERENCIACION DE CELULAS T CITOTOXICAS.
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4. 2. El gene.

La IL-6 se encuentra codificada por un solo gene, tanto en el humano como en el
ratén. Los estudios realizados en ambas especies han revelado que entre las secuencias
de nucledtidos del gene de la IL-6 y, también, entre las secuencias de aminodcidos de la
molécula humana y la murina, existe una homologfa que alcanza el 60% y el 42%,
respectivamente @%) . La regién 3' no traducible del gene de la IL-6 humana y los
primeros 400 pares de bases de su regién flanqueante 5', comparten una similitud del 90
% con las mismas regiones del gene de la IL-6 murina, En la segunda de esas dos
regiones es donde se ubican las secuencias de nucleétidos del promotor, las cuales pueden
ser estimuladas por distintas sustancias, para aumentar la expresién de este gene 446, 352)

4. 2. 1. Estructura.

Utilizando el DNAc de la IL-6 de ratén como sonda, Tanabe et al %), en 1988,
lograron identificar el gene de la IL-6 de ratén, en una libreria genémica del higado
murino, como un segmento de DNA compuesto por aproximadamente 7 kb .

Previamente, Hirano et al ©7), en 1986, ya habfan observado que la formacién del
RNAm del BSF-2 podfa ser inducible. Por un andlisis de Northern blot, demostraron la
hibridacién de la sonda molecular pBSF2.38 (que contiene las secuencias de nucledtidos
que codifican el BSF-2) con un RNAm de aproximadamente 1,300 nucleétidos, que habia
sido obtenido de linfocitos T activados con mitdgenos y de células CTL-Nal (una linea
de linfocitos T productores de IL-6 en una forma constitutiva), pero no con el RNAm de
linfocitos T control que no habfan sido estimulados.

Tanto en el humano como en el ratén, el gene que codifica para la IL-6 estd
compuesto por 4 intrones y 5 exones. En las personas, este gene'se localiza en el brazo
corto del cromosoma 7, porcién p21 ©1,355),  Enel caso de los ratones, el gene de la
IL-6 se encuentra en el cromosoma 5 y en las ratas, en el cromosoma 4 @6.189,287) |

En la siguiente figura se representan la secuencia de nucleétidos que codifica para la
molécula de la IL-6 humana y la de los amino4cidos correspondientes, segtin Yasukawa
et al 846,
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ATC CAG TTC CTG CAG AAA AAG GCA AAG AAT CTA GAT GCA ATA ACC

151
Ile Gln Phe Leu Gln Lys Lys Ala Lys Aasn Leu Asp Ala lIle Thr
i3

ACC CCT GAC CCA ACC ACA AAT GCC AGC CTG CTG ACG AAG CTG CAG
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Thr Pro Asp Pro Thx Thr Asn Ala Ser Leu lLeu Thr Lys Leu Gln

GCA CAG AAC CAG TGG CTG CAG GAC ATG ACA ACT CAT CTC ATT CTG
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Ala Gln Asn Gln Trp Leu Gln Asp Met Thr Thr His Leu Ile Leu
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19¢

Axg Ser Phe Lys Glu Phe Leu Gln Ser Ser Len Arg Ala Leu Arg

CAA ATG TAG

211

Gln Met fin
his

Figura 4. Secuencia de nucledtidos y de los correspondientes aminodcidos en los 4 exones de la IL-6
h Los nimeros corr den a los aminodcidos y las flechas verticales sefialan el final de cada

exdn.

Los estudios realizados hasta ahora han mostrado que, en el humano y en el ratén, el
tamafio de cada uno de los cinco exones es casi igual y que sus respectivos nucledtidos
comparten una homologia de 74%, 59%, 69%, 65% y 63%. Los intrones también
comparten una homologfa significativa, que va del 63 al 60%, aunque en el caso murino,
el tercer intrén posee aproximadamente unos 2,000 pares de bases de mds @56,
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Figura 5. Comparacién entre el tamaiio ( 0 de nucledtidos) y la localizacidn de los y de

los intrones en el gene de la IL-6 del ratén y el humano, segin Tanabe ef o/ (29) | El ndmero de
nuclettidos para cada uno de los 5 exones { nimeros romanos) aparece encerrado en un cfrculo,
mientras que el ndmero de nucledtidos de los intrones aparece libre, debajo de la linea horizontal. Se
puede observar que el tamaiio de los exones es muy similar en ambos genes, a diferencia del nimero

de nucledtidos que componen los intrones.

Por otro lado, 1a regi6n 3', no traducible, del gene de la IL-6, que es muy similar en
ambas especies (humana y murina), ya que presenta una homologfa del 72% entre ellas y
tiene algunos segmentos donde las secuencias de los nucledtidos son completamente
iguales.

Esta tiltima regidn estd compuesta, en su mayoria, por nucledtidos de adenina fA] y
timina [T). En el caso de otras citocinas, linfocinas y protoncogenes, las secuencias
repetidas de estos dos nucledtidos han sido relacionadas con la destruccién especifica de
sus RNAm, por lo que se piensa que, en el caso del RNAm de la IL-6, la acumulaci6n de
nucledtidos de A y T en la regién 3' del gene para la IL-6, pudiera servir para regular su
estabilidad @9,
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4. 2. 2. Control de Ia expresién del gene de la IL-6.

El gene humano para la IL-6 tiene varios sitios de iniciacién de la transcripcidn.
Los tres primeros de ellos han sido denominados C1, C2 y C3, encontrdndose ubicados
alrededor de los nucledtidos -63 a -64, -86 a -88 y -176, respectivamente. El gene de la
IL-6 posee, ademds, otras tres secuencias, parecidas a Ia secuencia '"TATA', en las que
también se puede iniciar su transcripcién. Estas ltimas, al igual que las anteriores,
flanquean la regién 5' y estdn localizadas entre los nucleétidos -92 a -85, -115a -109 y
-207 a 201 G486 ,

El sitio C1 ha sido identificado por Zilberstein ef al 52 y por Haegeman et al 89, en
1986, como el segmento donde se inicia la transcripcion del gene de la IL-6, en los

fibroblastos estimulados con poli-I, poli-C y cicloheximida. Cada’uno de los sitios de .

iniciacién de la transcripcién puede ser estimulado por diferentes substancias y la
utilizacién predominante de cada uno de ellos tiene relacién con la expresién del gene de
la IL-6 en diversos tejidos @46),

4. 2. 3. El promotor del gene de 1a IL-6.

En la regién 5' del gene de la IL-6 humana y murina, donde se encuentra el
promotor de su expresién, se han encontrado segmentos con secuencias de nucleétidos
similares a las de varios "elementos sensibles” a diversas sustancias, los cuales son
conocidos como facilitadores de la transcripcién. Dichas secuencias se localizan entre
los nucledtidos -225 a -111 y, probablemente, constituyen los principales segmentos del
gene que regulan la sintesis de la IL-6 @31,

Estas secuencias que posee el promotor del gene de la IL-6, tanto humano como
murino, son similares a otros elementos sensibles aumentadores de la transcripcién. Las
mds importantes son las secuencias similares a las del elemento sensible a suero [SRE]
del gene c-fos, la secuencia del elemento sensible a AMPc [CRE] "(la cual pudiera ser la
responsable de la induccién del gene de la IL-6 por éste nucledtido ciclico), un par de
secuencias que son un ligando para la protefna activadora-1 [AP-1] (un factor
enlazante de DNA que participa en la induccidn de la transcripcién de este gene por los
ésteres de forbol), las secuencias para el elemento sensible a glucocorticoides [GRE] y
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de este gene por el IFN @%),  En lineas generales, los agentes que facilitan la
acumulacién del RNAm de la IL-6 son los mismos que activan las protefnas cinasas A y
C o que aumentan la concentracidn intracitoplasmdtica de AMPc.  En cambio, los
glucocorticoides regulan negativamente la expresién del gene de esa misma citocina 36,
296)
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Figura 6. Esquema que muestra la ubicacién aproximada de los sitios (C1, €2 y C3) de iniciacién de
Ia transcripcién en el promotor del gene de Ia IL-6, segiin Yasukawa et af (346), Los niimeros a la
izquierda sefialan la localizacién de los ledtidos, desde el comienzo de Ia regidn flanqueante 5°
hasta el inicio del primer exdn que codifica para la IL-6. A Ia derecha se presenta la ubicacidn
aproximada de las 3 secuencias similares a 'TATA', en las cuales también se puede iniciar la

tmnscriﬁciﬂn de este gene.
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En la regi6n (-225 a -111) también se inicia la induccién de Ia sintesis de la IL-6,
como una respuesta a infecciones por los virus de seudorrabia y Sendai @30, Ademds,
tanto el gene humano como el murino contienen regiones ricas en los nucledtidos guanina
[G] y citocina [C), cuya acumulacién en ciertos segmentos parece ser necesaria para la
transcripci6n eficaz de genes eucariotes 296},

La regién del promotor del gene de la IL-6 que estd comprendida entre los
nucleétidos -170 y -124, comparte una homologfa del 70% con las secuencias del
promotor del gene de c-fos, ubicadas entre los nucledtidos -326 y -277. Ambos
promotores contienen al SRE y una de las secuencias que son un ligando para la protefna
activadora AP-1.

Asimismo, en esta misma regién flanqueante 5' del promotor del gene de la IL-6,
existen otras secuencias de nucleétidos que son sensibles a las sefiales generadas por una
variedad de citocinas, virus y agonistas de segundos mensajeros. Entre los pares de
bases -173 y -151, estdn los elementos sensibles que son responsables de 1a induccién de
Ia expresién del gene de la IL-6 por el suero, la IL-la, el TNF, el activador forskolin y
el diéster de forbol conocido como TPA. Por esta razdn, a toda esa regién se le ha
denominado "elemento seunsible miiltiple" [MRE]. El MRE del gene de la IL-6
también puede unirse con varias protefnas nucleares y con los mismos factores que
facilitan la induccién de la expresién del gene c-fos @31),

Se ha demostrado que, dentro de 1a regiéon MRE, la secuencia CGTCA es necesaria
para la induccién del gene de la IL-6 con el éster de forbol TPA (que activa la protefna
cinasa C) y con forskolin (un activador de la protefna cinasa A), mientras que otras
secuencias son las responsables de la induccién del mismo gene por suero, por la IL-1oc y
por el TNF (que aumentan la concentracién intracelular de AMPc). Asimismo, Ray er
al @3V sefialaron en 1989 que la region comprendida entre los nucledtidos =225 y -164,
dentro del promotor del gene de la IL-6, podia participar en el control negativo de la
sfntesis de esta interleucina.  Se cree que todas estds secuencias ejercen un efecto
importante en la activacién de la transcripcion en este gene.

29



o =557 466 -283 /%0
EX . o 8’
T 1 T T T -
GRE GeE AP ae-f 7AT4
LA @ Teee] e OO~
Al dMPe HOMALOGM CON (NCCO P& LA
GlUcocoRrieoEs &L agaorae oE RAN scemacon
K c-fos OEL GENE D2 -G
SUERO
774
e
-
FaeSKOLIY J

Figura 7. Esquema de Ia regién flanqueante 5' del gene humano de la IL-6, en el que se muestra la
ubicacidn aproximada del elemento sensible miiltiple [MRE]}, de las secuencias similares al elemento
sensible a suero [SRE] del gene ¢-fos y de las secuencias complementarias que son un ligando para la

protefna activadora AP-1. Modificado de Ray er al 331),

Los genes de la IL-6 y de c-fos se activan y se transcriben rdpidamente. En estos
dos genes, la regulacién de la transcripcion se lleva a cabo de una manera similar (132),
Los promotores de ambos genes son funcionalmente parecidos, estdn transrreprimidos
por la proteina nuclear Fos y se activan por los mismos inductores. Sin embargo, la
regulacién precisa entre ambos promotores es diferente y especffica. La expresién de
ambos genes estd regulada por una gran variedad de estimulos y ninguno de los dos
promotores necesita la sfntesis previa de protefnas para activarse @31.

Ademis, la regién flanqueante 5’ del gene de la IL-6 contiene una secuencia de 31
nucledtidos, ubicada entre las posiciones -344 y -314, que es muy parecida a una
secuencia localizada en el promotor del gene de la IL-2 49 ,  Otro conjunto particular
de nucletidos que también estén presentes en el promotor de} gene de la IL-6 es la
secuencia GGGATTTTCC, la cual pudiera ser un sitio potencial de unién al factor
nuclear NF-xB (promotor de la multiplicacién de algunos virus, como el VIH y el
citomegalovirus), que estd localizada entre los nucledtidos -75 y -66 @31, Estas iltimas
secuencias son mencionadas muy poco en la literatura sobre la IL-6. El factor de
transcripcién NF-xB tiene una participacién importante en la regulacién de las reacciones
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inflamatorias y en la produccién de anticuerpos. El NF-xB preexiste ¢n el citoplasma en
una forma inactiva, conjugado a protefnas inhibidoras llamadas IxB. Una gran variedad
de estfmulos inflamatorios parecen activar al NF-kB al provocar la disociacién del
complejo IkB/NF-kB y la subsiguiente translocacién del tiltimo compuesto al nicleo,
donde se une a las secuencias de los genes que son su blanco.

4. 2. 4. Factores nucleares que son inductores de IL-6.

Durante 1990, Akira er al ©® encontraron un factor nuclear que se une al elemento
sensible a 1L-1, del promotor del gene de la IL-6. A este factor se le conoce como
factor nuclear de 1a IL-6 [NF-IL6]. Es una protefna que consta de 345 aminodcidos, con
una estructura de cierre de leucina. No se produce bajo condiciones normales, pero su
sintesis aumenta en el curso de infecciones virales o bacterianas, asf como en cualquier
situacién que implica destruccién de tejidos del huésped. La porcién COOH-terminal de
esta protefna posee gran homologfa con otro factor nuclear transcripcional, producido en
¢l higado de rata, lamado C/EBP, asf como con factores que facilitan la transcripcién de
los oncogenes c-fos y myc.

Ademds de unirse a elementos sensibles del promotor del gene de la IL-6, el NF-IL6
puede acoplarse a regiones regulatorias transcripcionales de los genes de varias proteinas
de fase aguda (como la haptoglobina, la hemopexina y la al-glucoproteina dcida) y
también a los genes de algunas citocinas como el TNF, la IL-8 y el G-CSF. Asimismo,
este factor nuclear se une fuertemente a la secuencia CCAAT, a las secuencias
facilitadoras de la transcripcién del nicleo viral, asf como a secuencias aumentadoras de
la multiplicacién del HIV. El NF-IL6 también activa ciertos provirus.

El NF-IL6 es un factor transcripcional positivo que se expresa en todos los tejidos,
después de la estimulacién de las células con los LPS o endotoxinas de las bacterias Gram
negativas. Muchas lfneas celulares lo expresan de manera constitutiva y su RNAm se
induce mds rdpidamente que el RNAm de la IL-6.  Otros inductores conocidos del NF-
IL6 son la propia IL-6 y la IL-1, en células hepdticas de rat6n.

En 1990, Poli et al @24 informaron sobre la existencia de una nueva protefna
nuclear, llamada protefna ligante al DNA dependiente de IL-6 [IL-6DBP} que, como su
nombre lo indica, es capaz de formar complejos DNA-proteina. Se une a los segmentos

31



de nucleétidos que forman los elementos sensibles del promotor del gene de la IL-6 [IL-6
RES] que también estdn presentes en el promotor de los genes de algunas protefnas
positivas de fase aguda, ya sea en forma de homo o heterodfmero (con C/EBP), por lo
que se le ha considerado un activador de Ia transcripcién de todas estas protefnas.

El gene para la IL-6DBP se encuentra ubicado en el cromosoma 20 de los humanos y
en el cromosoma 3 de las ratas28”, La protefna codificada por este gene estd compuesta
por 345 aminodcidos en el hombre y 297 en la rata; ambas protefnas poseen un dominio
de cierre de leucina. El RNAm para el IL-6DBP es m4s abundante en células hep4ticas
que en otros tejidos, aunque también se le ha encontrado en misculo, corazén y tiroides.
Esta protefna es inactiva por s sola, pero su transcripcién se puede activar e inducir con
IL-6. Poli er al @39 opinan que la IL-6DBP es distinta a l]a NF-IL6, aunque ambas
moléculas parecen formar parte de una familia de protefnas relacionadas con el C/EBP.

4. 3. La protefna.
4. 3. 1. Composicidn de aminodcidos.

El DNACc de la IL-6 humana contiene la informacién necesaria para la sintesis de una
molécula precursora formada por 212 residuos de aminodcidos [aa], com una sefal
hidrof6bica compuesta por 28 de ellos, que son necesarios para su secrecién 7. La
molécula madura de la IL-6 humana contiene 185 aa, de los cuales solamente 4 son
residuos de cistefna @30, JL-6 también tiene dos sitios potenciales de N-glucosilacién.
Hasta el momento de terminar la revisién de la bibliograffa para este trabajo, no se
encontraron referencias sobre la estructura tridimensional de esta protefna.

La IL-6 humana, obtenida en el sobrenadante de cultivos de células T, fibroblastos y
células mononucleares de sangre periférica, es una glucoprotefna de una sola cadena, con
un PM que varfa entre 21-28 kDa, segiin la fuente y la preparacién @30,  Asf por
ejemplo, la rIL-6 obtenida en E. coli, y purificada por inmunoafinidad con anticuerpos
monoclonales ligados a sulfonil Sepharosa, tiene un PM de 21 kDa @39,  Sin embargo,
otros autores @9, 326 han informado que cuando la IL-6 humana o murina se obtienen por
cromatografia a través de un gel, utilizando una solucién amortiguadora con NaCl 0.1 a
0.2 M, las moléculas de IL-6 eluyen como si fueran varias fracciones, con pesos
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moleculares entre 25 y 35 kDa. Existen algunas formas de la IL-6 que migran
rdpidamente entre los 19/21 kDa, que han sido encontradas en los productos de secrecién
de una linea de células T transformadas por el HTLV-1, probablemente como un
resultado de la remocién de los residuos de 4cido sidlico unidos en O-, mediante
tratamiento con un 4cido débil @35 ,

La heterogeneidad en los pesos moleculares de IL-6, que ha sido informada por
diversos autores, probablemente depende de una variabilidad en el nimero de las N- y O-
glucosilaciones de los residuos de serina, lo mismo que de las fosforilaciones y las
sializaciones. Estas son transformaciones postraduccionales de la IL-6, que no resultan
necesarias para que la molécula sea biolégicamente activa @70, 330),

Cuando se obtiene de células homdélogas a las mencionadas en los pédrrafos anteriores,
la IL-6 de ratén tiene un PM que varfa entre 22-29 kDa, aunque s6lo presenta sitios de
O-glucosilaci6n en la serina 7,  El DNAc de la IL-6 murina, obtenido de una linea de
células TH o de una lfnea celular derivada del estroma de la médula dsea, codifica para la
sfntesis de una protefna de 211 aa, con una seiial hidrofébica compuesta por 24 residuos
de aa (330,  Ta siguiente Figura muestra las secuencias de aminodcidos de las IL-6
humana (h) y murina (r) y, ademds, sefiala con un asterisco aquellos que ocupan la
misma posicién en ambas moléculas.
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Figura 8. Secuencia de aminodcidos de las IL-6 humana y murina, segtin Van Snick 330),

¢ry = IL-6 de ratén
¢hy = IL-6 humana
= péptidos sefial
“oys = residuos de Cys para formar puentes disulfuro
++4+ = sitios de N-glucosilacién
* = aa iguales
nimeros = posicion de los aminodcidos en la protefna madura

Al ser comparada con la IL-6 de ratén y de rata, la IL-6 humana muestra su mayor
divergencia en el extremo NHy-terminal. La porcidn central conserva completamente la
posicidn de los 4 residuos de cistefna y es la que presenta la mayor homologfa (57%) con
la IL-6 de ratén. Entre los aa 51 y 74 (IL-6 humana) y 52 y 75 (IL-6 de ratén), se
encuentran 9 residuos de aa que tienen Ia misma localizacién en las dos moléculas.
Los cuatro residuos de cistefna permiten la formacién de los dos puentes disulfuro que
contienen ambas protefnas, localizdndose el primer puente entre las cistefnas 46 y 52 y el
segundo entre las cistefnas 75 y 85, en la IL-6 murina 39, Se  ha observado que los
puentes disulfuro contribuyen al mantenimiento de la conformacidén bioldgicamente activa
de la rIL-6 humana @70, Por otra parte, los dos sitios potenciales de N-glucosilacién que
posee la IL-6 humana (Asn-X-Ser y Asn-X-Thr), se han identificado en los residuos de
los aminodcidos nimeros 45 a 47 y 144 a 146, respectivamente ©7),

En la siguiente tabla se resumen algunas de las propiedades fisicoqufmicas mds
relevantes de la molécula de la IL-6 producnda en ratones o en humanos, segin
Kishimoto @32 y Van Snick ¢30),
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TABLA 1V. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA IL-6 HUMANA Y MURINA.

CARACTERISTICA hiL-6 mlIL-6
Peso molecular aparente (kDa) 23-30 22-29
Niimero de aminodcidos (total) 212 211
Nimero de aminodcidos (protefna 185 187
madura)
Estructura genémica : exones 5 5

intrones 4 4

Localizacién : cr 7 5
Sitios de N-glucosilacién 2 -
Enlaces disulfure 2- 2

Homologfa de secuencia G-CS

4. 3. 2. Variedades de la IL-6,

La IL-6 humana que es secretada por fibroblastos y monocitos parece ser un conjunto
de, al menos, 5 isoformas que, en sus presentaciones mds comunes tienen PM entre los
23 y los 30 kDa. Asimismo, existen otras variedades de la IL-6, de mayor PM que las
anteriores, que han sido consideradas como formas multiméricas ©1, 177, 235, 260),

Utilizando sistemas electroforéticos en gel, con agentes desnaturalizantes como el
SDS, en el sobrenadante de cultivos de fibroblastos 0 monocitos estimulados con RNA de
doble cadena [dsRNA], se han identificado 5 isoformas de IL-6. Las tres primeras
fueron caracterizadas porque tienen un corrimiento electroforético similar y forman tres
bandas (un triplete) de protefnas con un PM aproximado a los 29 kDa. Estas IL-6
estdn glucosiladas y su secrecién se incrementa afiadiendo cicloheximida al medio de
cultivo de los fibroblastos; sin embargo, su induccién se inhibe en presencia del
antibiético tucamicina. Las otras dos isoformas de IL-6 se revelan como dos bandas
cercanas (un doblete) con un PM aproximado de 25 kDa, que no poseen carbohidratos y
que se pueden sintetizar en presencia de tucamicina 477 ,

La sintesis de las isoformas de la IL-6 que tienen PM entre 23 y 30 kDa se puede.
inducir in vitro mediante la estimulacién de fibroblastos cultivados con IL-1a, TNF o
LPS, aunque también se ha observado su produccién en ausencia de estfmulos. Los
monocitos estimulados con LPS o IL-la igualmente producen varias formas de la IL-6,
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con PM similares a las que son sintetizadas por los fibroblastos. En este dltimo caso, las
IL-6 mds abundantes son las del doblete cercano a los 25 kDa, encontrdndose que se trata
de moléculas fosforiladas (78, 235,  En 1988, Ray et al @31 informaron que los
fibroblastos y los monocitos pueden producir las fosfoprotefnas de IL-6 que tienen un PM
de 23-30 kDa, s6lo que las de 28-30 kDa se encuentran poco fosforiladas. Asimismo,
mencionan que las moléculas con los PM mds bajos, entre 23 y 25 kDa, sélo estdn O-
glucosiladas, mientras que las de 28-30 kDa se encuentran tanto 0- como N-glucosiladas.
Por otro lado, existen formas de IL-6 de mayor PM, entre los 45 y los 65-70 kDa, que
son resistentes a la desnaturalizacidn por electroforesis en gel con SDS y que pueden ser
identificadas fécilmente con anticuerpos anti-IL-6, después de su transferencia a tiras de
nitrocelulosa 235),

En el liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide y en el suero de
voluntarios, sanos, que fueron inyectados con TNF o LPS, se ha observado la isoforma
de IL-6 que tiene un PM de 45 kDa y que ha resultado biolégicamente activa. La misma
presentacién de dicha molécula ha sido encontrada en el sobrenadante de cultivos de
fibroblastos y células endoteliales estimulados con TNF o con IL-1 (122, ]os monocitos
cancerosos de la lfnea THP-1 sintetizan las isoformas de 23 y 42 kDa de IL-6, las cuales
han sido identificadas por cromatograffa de afinidad y western blotting 245) ,

Las isoformas de IL-6 con PM de 65-70 kDa parecen ser complejos diméricos que se
disocian en monémeros de 23-25 kDa. Han sido encontrados en el suero de pacientes
con infecciones bacterianas, abundan en los sobrenadante del cultivo de ciertas células de
ovario de hamster chino y, ademds, se producen poco en los cultivos de fibroblastos
estimulados con dsSRNA. En los cultivos de queratinocitos estimulados con diéster de
forbol [PMA] o con IL-1, estas formas de la IL-6 de mayor PM (45, 65/70 kDa) se
presentan como fosfoproteinas unidas a la membrana de las células @39, Sin embargo,
todas las variedades de la IL-6 han sido observadas en los fluidos biolGgicos de pacientes
con infecciones bacterianas ®0), Matsuda et al 472 opinan que las diferentes isoformas
de IL-6 circulan en el suero formando complejos con la a2-macroglobulina [a2M] y que
ésta vltima no interfiere con la activadad de las-primeras, de acuerdo con los resultados
de sus estudios realizados en 1989 .

La Tabla siguiente muestra las diversas formas de la IL-6 que han sido encontradas
hasta ahora, los agentes inductores de las mismas y las células que las producen, segiin
Helfgott er al ®1 y Revel @35),
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TABLA V. VARIEDADES DE LA IL-6

ISOFORMA (kDa) INDUCTOR PRODUCTOR
19/21 HTLV-1 Iinea de células T
IL-1a, fibroblastos,
TNF, endometrio,
23/25 y 26/30 LPS, monocitos normales y
INFy CAncerosos
IL-1, suero de voluntarios,
TNF, pacientes con artritis
42/45 LPS, reumatoide,
PMA fibroblastos,
células endoteliales,
monocitos cancerosos
infecciones bacterianas, queratinocitos,
dsRNA, pacientes,
65/70 PMA o IL-1 fibroblastos,
cél. de ovario de
hamster chino

4.3.3. Relacidn estructura-actividad.

La IL-6, como muchas otras protefnas, manifiesta una relacién estrecha entre
estructura y actividad. En 1991, Snouwaert et al @70 demostraron que la rIL-6 humana
reduce sus actividades biol6gicas de una manera considerable cuando se le sustituyen los
residuos de cistefna por residuos de serina.

Los porcentajes de actividad que se

conservaron en la IL-6 con las cisteinas sustitufidas fueron :

1. Menos del 0. 01% de su capacidad para estimular la
produccién de IgM, en una lfnea de linfocitos B humanos,
transformados con ¢l EBV.

2, Sdlo el 0. 1% de su cap
secrecién de fibrinégeno, en hepatocitos humanos.

Lo lai

i6n de Ia

3. Unicamente el 3.0% de su capacidad para la induccién de
Ia proliferacién de una linea celular de hibridoma murino.

4. El 20% de su capacidad parn estimular la produccidn de
fibrinégeno en las células de un hepatoma de rata.
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Todos estos estudios también demostraron que la mayorfa de los aminodcidos, desde
el 28 hasta los del extremo carboxilo terminal, son necesarios para que se expresen las
actividades bioldgicas de la molécula. Lo anterior concuerda con los estudios de
Brakenhoff er al @7, en 1989 sobre una IL-6 modificada, a la cual se le habfa provocado
l1a delecién de los primeros 28 aa N-terminales. Los resultados revelaron que la IL-6
modificada en esta forma conservaba todas sus actividades biolGgicas.

4. 3. 4. Homologfa con otras protefnas,

Mediante el empleo de bancos de datos genéticos, se han podido identificar a la IL-6
murina, el G-CSF humano y el factor de crecimiento de la serie mielomonocitica de pollo
como protefnas con las cuales la IL-6 humana comparte secuencias similares de
aminodcidos, como se observa en la Figura 9. Las 4 cistefnas estdn entre los 16 aa que
son comunes a todas ellas, siendo ésta la causa de que las IL-6 y el G-CSF posean una
estructura disulfuro similar 430), :

-6
28 40
Gln tte Arg Tyr Ile Leu Asp Gly Ile Ser Ala Leu Arg --- Lys
Ll * - * - L
G-CSF
Gln val Arg Lys Ile Gln Gly Asp Gly Ala Ala Leu Gln Glu Lys
20 30
1L-6
50
------ Glu Thr Cys Asn Lys Ser Asn Met Cys Glu Ser Ser Lys
L] L4
G-CSF
Leu Vel Ser Glu Cys Ala Thr Tyr Lys Leu Cys His Pro Glu Glu
40
-6
60
Glu Ala Leu Ala Glu Asn Asn Leu Asn Leu Pro Lys Met Ala Glu
* * * -
G-CSF

Leu Val Leu Leu Gly His Ser Leu Gly Ile Pro Trp --- Ala Pro
50 é0
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IL-6

70 80

Lys Asp Gly Cys Phe Gln Ser Gly Phe Asn Glu Glu Thr Cys Leu
- - L

G-CSF

Leu Ser Ser Cys Pro Ser Gln Ala Leu GIn Leu Ala Gly Cys Leu
70

IL-6
90
Val Lys Ile Ite Thr Gly Leu
» -
G-CSF
Ser Gln Ser His Ser Gly Leu
80

Figura 9. Similitudes entre las cias de aminodcidos de IL-6 y G~CSF humanos, modificado de
Kishimoto (132,

Cys = residuos de Cys que forman puentes disulfuro
* = aminodcidos iguales
niimeros = posicidn de los aa.

Ademds de lo anterior, la IL-6 comparte con el G-CSF una homologfa significativa en
la organizacién de su gene. Ambas protefnas estdn codificadas por el mismo niimero de
intrones y de exones y, ademds, el tamaiio de cada exén es notablemente parecido, Io
cual le ha permitido a Kishimoto (132) sugerir que las dos proteinas pueden tener un gene
ancestral comiin.

(‘ ™
-
e /9/ /4? /65
G-CSF

——@_E__'H—- Py
tad Cid 162
L »

Figura 10. Similitudes entre Ia localizacién y el tamafio (cantidad de pares de bases o pb) de los
exones, en los genes de IL-6 y G-CSF. Modificado de Kishimoto (132),
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4. 4. Origen celular.

La IL-6 puede ser producida por varios tipos de células diferentes, ya sean linfoides o
no linfoides, entre las que se pueden mencionar los linfocitos TH, y B, los fibroblastos,
las células cebadas, las células endoteliales, los monocitos y/o macréfagos, algunas lfneas
de células T malignizadas, los queratinocitos, las células del estroma de Ja médula 6sea,
las células epiteliales, las células de la pituitaria anterior, las células del endometrio y
varias lineas de celulas tumorales @330,

Los principales productores de esta interleucina in vitro son las células accesorias de
Ia respuesta inmunitaria, as{ como algunas lineas de células TH, de ratén y las células
folfculo estrelladas de la hipdfisis anterior ©30,  Los linfocitos T y B obtenidos de la
sangre circulante son otras células que, in vitro, también son productoras de IL-6, aunque
en menor cantidad que las anteriores. Se ha comprobado que, in’ vivo, estas tltimas .
células producen IL-6 cuando infiltran el tejido sinovial de pacientes con artritis
reumatoide. Las células del hueso y del endometrio también la producen, bajo control
hormonal @8. 62,289 En el medio de cultivo, las células T necesitan la presencia de
monocitos para producir la IL-6 (132, 143) en tanto que éstos tltimos parecen no requerir
de un estimulo aparente para iniciar la sfntesis de la interleucina @177, 203),

Otra fuente de IL-6 Ia constituyen las células endoteliales humanas @1V,  Jirik et al
125) en 1989, han comprobado que, in vitro, las células endoteliales de la vena umbilical
humana [HUVEC] secretan IL-6 cuando son estimuladas con LPS, en una forma
dependiente de la dosis. La cantidad de Ia interleucina en el sobrenadante puede ser
reducida por la adicién de polimixina B al medio de cuitivo y neutralizada con
anticuerpos policlonales anti-IL-6. Este fendmeno estimulatorio de la secrecién de IL-6
también se presenta al agregar al medio de cultivo otros mediadores de las reacciones
inflamatorias como la IL-1f, el TNFa y la LT.

Por otra parte, los trabajos publicados por el grupo de Navab er al @02 en 1991,
demostraron que, in vitro, los cocultivos de células endoteliales y células del misculo
liso, provenientes de la aorta humana y en presencia de monocitos, liberan al medio
varias citocinas entre las que se encuentran principalmente la IL-1 y la IL-6. Estas
iiltimas fueron parcialmente responsables del aumento en la sintesis de las proteinas de la
matriz celular, fibronectina y coldgena, 22 y 1.9 veces mds, respectivamente. La
sintesis de la primera se inhibi6 en un 67% en presencia de los anticuerpos anti-IL-6.



42

Asimismo, en estos cultivos se incrementd la sfntesis de RNAm para la conexina 43. La
observacién anterior es consistente con los resuitados de otros estudios en los que se
menciona la participacién de las interleucinas de leucocitos en la induccién de la matriz
celular de células endoteliales cultivadas; en el incremento de la produccién de
fibronectina por hepatocitos cultivados y estimulados con IL-6; en la produccién de
fibronectina por los hepatocitos estimulados con IL-1 67 y,  finalmente, en la
demostracién de que la IL-6 es la responsable del aumento en la sintesis de fibronectina
por los hepatocitos de rata, en un medio de cultivo condicionado con el sobrenadante de
un cultivo de monocitos estimulados (147,

Villiger y colaboradores 331 han observado que, normalmente, son pocas las células
T que producen IL-6 en los tejidos de los drganos linfoides y que, por lo general, la
cantidad sintetizada es minima.  Entre los tejidos linfoides que producen las mayores
cantidades de IL-6 estdn las zonas interfoliculares y subepiteliales de las amigdalas, en
donde la citocina es sintetizada por las células del parénquima. Otras células T que
fueron identificadas por este grupo de investigadores como productoras de IL-6 se
encontraban dentro de la capa epitelial de Jas criptas. En cambio, otros autores 448 han
demostrado que las células de los ganglios linfdticos de un paciente con la enfermedad de
Castleman producen grandes cantidades de IL-6. En este caso, las células productoras
de la citocina estaban ubicadas en el seno marginal y en las dreas interfoliculares que,
ademds, presentaban proliferacién vascular y estaban infiltradas por histiocitos y células
plasmdticas.

Recientemente, los estudios de Schrader er al @52 mostraron, al igual que los de
Loppnow y Libby en 1990 60), que los sobrenadantes de los cultivos de células del
miusculo liso vascular [VSMC], en medio libre de suero, suplementado con insulina,
transferrina y albiimina, contenfan grandes cantidades de IL-6 y otras citocinas. Las
células provenfan de las arterias mesentéricas de ratones MRL +/+, MRL 'p#ler, CBA/T y
de algunas clonas de VSMC. La IL-6 del sobrenadante pudo ser neutralizada con
anticuerpos monoclonales 6B4 anti-IL-6 producidos por linfocitos de rata.  Los cultivos
de células de ratén C3H/HeJ (una cepa de animales que no responden a la estimulacién
con LPS) produjeron menos IL-6 que los cultivos arriba mencionados. Al estudiar el
origen de la IL-6, otros investigadores 831 han confirmado que tanto las clonas de células
TH murinas como las clonas CD8(+) aloreactivas producen cantidades minimas de IL-6 .
Por otra parte, Horii er al 12 han informado en 1988 que, la produccién in vitre de IL-6
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por los linfocitos T, es inducida por PHA/TPA y depende de la presencia de macréfagos
en el medio.

La produccién méxima del RNAm de la IL-6 se alcanza a las 5 horas en un cultivo de
monocitos, mientras que los linfocitos T necesitan 24 a 48 horas, después de iniciado el
cultivo. Esto sugiere que la IL-6 producida por estos distintos tipos celulares pudiera
tener efectos distintos, en diferentes fases de la respuesta inmune (132)

TABLA V1. CELULAS PRODUCTORAS DE IL-6 *

Células normales Lineas celulares Células tumorales

Linfocitos T, ifneas T 1) Mixoma cardfaco

Linfocitos B U937 ) Mieloma

Fibroblastos, P388D1 2) Hipernefroma

Monocitos, MG63 (3) Insulinoma

Queratinocitos, T24 (C))] Adenocarcinomas :

C. endoteliales, AS549 %) mamario, colénico,

Astrocitos, SK-MG-4 (6) ovdico, endometrial,

C. del estroma de U373 (¢} Linfomas Hodgkin y
médula 6sea, no Hodgkin

C. del mesangio, Carcinomas : de prdstata,

C. FE de Ia hip6fisis tejido epidérmico

C. cebadas y de vejiga

C. endometriales

C. del hueso

C. del miisculo liso

C. B de los islotes

de Langerhans

(1) linfocitos T transformados por el HTLV-1
(2) lineas celulares de monocitos

(3) lfnea celular de osteosarcoma

(4) lfnea de carcinoma de vejiga

(5) lfnea de carcinoma de pulmén

(6) lfnea de glioblastoma

(7) lfnea de astrocitoma

* = segln varios autores
C. = lulas
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Desde 1989 existe evidencia de que las células B de los islotes de Langerhans del
pancreas también producen IL-6. Los trabajos realizados por el grupo de Campbell 62
han revelado que los cultivos de islotes de pdncreas murino sintetizan esta interleucina.
Su produccién se incrementa 6 veces cuando es inducida por el IFNy; 40 veces si al
medio de cultivo se adiciona TNFo y hasta 115 veces si las dos citocinas se afiaden
juntas. Estos incrementos fueron dependientes de la dosis y del tiempo de exposicidn,
encontrdndose, ademds, que la mixima formacién de RNAm para la IL-6 ocurrié
tempranamente.  Asimismo, en el sobrenadante del cultivo de células de insulinoma de
rata RIN-m5F también se ha demostrado actividad de IL-6, cuando a las células
tumorales se les adiciona TNFa e IFNy.  Estos trabajos sobre la IL-6 y el pdncreas
condujeron a la observacién de otro hecho interesante. Las células B de los islotes de
Langerhans del pdncreas de ratén, cultivadas en presencia de rIL-6, liberan grandes
cantidades de insulina, en una forma que también resulté ser dependiente de la dosis de la
citocina afiadida al medio de cultivo.

4. 5. Receptor de la IL-6.

El receptor para la IL-6 [IL-6R] es una tipica protefna de membrana que tiene una
parte de la molécula colocada intracitoplasmdticamente mientras la otra se expone al
exterior de la célula. Por esta razén, el IL-6R permite la trasmisién de sefiales desde el
medio externo hacia el citoplasma y el niicleo. Su estructura se identificé clonando su
DNAc, en las células COS7 de mono 643,

4.5. 1. Aislamiento y localizacidn cr 6mica del IL-6R.

La ubicacién cromosémica del gene para el receptor de la IL-6 ha sido identificada
recientemente. En el hombre, este gene se localiza en el cromosoma 1, mientras que en
Ia rata se encuentra en el cromosoma 2 @87,

Los estudios realizados en la lfnea de células YT, parecidas a las NK, han mostrado
que el RNAm del receptor para la IL-6 esti- compuesto de aproximadamente 5,000
nucledtidos. Es similar en longitud a otros RNAm para éste mismo receptor, que han
sido obtenidos de los extractos de RNA en la Ifnea celular de mieloma U266, en la lfnea
celular de leucemia histiocftica U937 y en la Ifnea de células B CESS, transformadas por
el virus de Epstein-Barr [EBV] 64), i
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4. 5. 2, Caracterizacién del IL-6R.

Hirata y colaboradores (104 han realizado varios estudios, con linfocitos T y B, para
tratar de determinar la estructura del receptor de la IL-6, usando dos clases de
anticuerpos (policlonales y monoclonales) especfficamente dirigidos contra la molécula.
La imnunoprecipitacién obtenida con dichos anticuerpos los llevé a demostrar que la
molécula madura del IL-6R es una glucoprotefna que tiene un PM de 80 kDa, el cual se
reduce a 50 kDa después de un tratamiento con enzimas como las N- y O-gluconasas y
las neuraminidasas.

La molécula del IL-6R estd compuesta por 468 aa, con dos regiones hidrofébicas
principales, ubicadas entre los residuos de aa 1-20 y los residuos 359-386. Los
fragmentos anteriores corresponden a un péptido seiial presuntivo y al segmento
transmembranal de esta glucoprotefna, respectivamente. El receptor de la IL-6 posee 6
posibles sitios de N-glucosilacién (S sitios en el dominio extracelular y uno en el dominio
intracelular) y 11 residuos de cisteina (132, 330, 343),  En Ia siguiente Figura se muestra la
secuencia de nucleétidos y de aminodcidos que conforman a la molécula del receptor de
la IL-6 en el hombre.

1 ATG CTG GCC GTC GGC TGC GCG CVG CTG GCT GCC CTG CTG GCC GCG
1 Met Leu Als Val Gly Cys Ala Leu Leis Als Ala Ley Leu Ala Als
L

46 CCG GGA GCG GCG CTG GCC CCA AGG CGC TGC CCT GCG CAG GAG GTG
16 Pro Gly Ala Ala Leu Ala Pro Arg Arg Cys Pro Ala Gln Glu Val

»

91 GCA AGA GGC GTG CTG ACC AGT CTG CCA GGA GAC AGC GTG ACTY CTG
31 Ala Arg Gly Val Leu Thr Ser Leu Pro Gly Asp Ser Val Thr Leu

136 AGC TGC CCG GGG GTA GAG CCG GAA GAC AAT GCC ACT GTT CAC TGG
46 Thr Cys Pro Gly Val Glu Pro Gly Asp Asn Ala Thr val His Trp
- i+ e b

181 GIC CTC AGG AAG CCG GCT GCA GGC TCC CAC CCC AGC AGA TGG GCT
61 Val Leu Arg Lys Pro Ala Ais Gly Ser His Pro Ser Arg Trp Ala

226 GGC ATG GGA AGG AGG CTG CTG CTG AGG TCG GTG CAG CTC CAC GAC
76 Gly Met Gly Arg Arg Leu Leu Leu Arg Ser Val Gln Leu His Asp

271 TCT GGA AAC TAT TCA TGC TAC CGG GCC GGC CGC CCA GCT GGG ACT
91 Ser Gly Asn Tyr Ser Cys Tyr Arg Ala Gly Arg Pro Ala Gly Thr
L R AR S



316 616
106 val

361 16C
121 tys

»
406 ccY
136 Pro
451 AGG

151 Arg

496 CAG
166 Gln

541 CCG
181 Pro

596 AGT
196 Ser
631 TGT
211 cys
676 GCC
226 Ala
721 ccc
241 Pro
746 AGA
256 Arg
811 AAG
271 Lys
856 C16

286 Leu

901 GGC
301 Gly

946 ACA
316 Thr

CAC TG CTG GTG
His Leu Leu Val

TTC CGG AAG AGC
Phe Arg Lys Ser
CGG AGC ACC CCA
Arg Ser Thr Pro
AAC TTT CAG AAC

Lys Phe Gln Asn

TAT TCC CAG GAG
Tyr Ser Gln Glu

GAG GGA GAC AGC
Glu Gly Asp Ser

AGT GTC GGG AGC
Ser Val Gly Ser
GGA ATC TTG CAG
Gly Ile Leu Gln
*
GTG GCC AGA AAC
val Ala Arg Asn
CAC TCC TGG AAC
His Ser Trp Asn
TAT CGG GCT GAA
Tyr Arg Ala Glu
GAC CTC CAG CAT
Asp Leu Gin His
AGG CAC GTG GTG

Arg Hia Val val

GAG TGG AGC GAG
Glu Trp Ser Glu

GAA TCC AGG AGT
Glu Ser Arg Ser

GAT GTT CCC GAG GAG
Asp Val Pro Pro Glu

CCC CTC AGC AAT GTT
Pro Leu Ser Asn val

TCC CTG ACG ACA AAG
Sepr Leu Thr Thr Lys

AGT CCG GCC GAA GAC
Ser Pro Ala Glu Asp

TCC CAG AAG TTC TCC
Ser Gln Lys Phe Ser

TCT TTC TAC ATA GTG
Ser Phe Tyr Ile val

AAG TTC AGC AAA ACT
Lys Phe Ser Lys Thr

CCT GAT CCG CCT GCC
Pro Asp Pro Pro Ala

CCC CGC TGG CTC AGT
Pro Arg Trp Leu Ser

TCA TCT TTC TAC AGA
Ser Ser Phe Tyr Arg
+4+ 4

o

CGG TCA AAG ACA TTC
Arg Ser Lys Thr Phe

CAC TGT GYC ATC CAC
His Cys val Ile His

=

CAG CTT CGT GCC CAG
Gin Leu Arg Ala Gln

TGG AGC CCG GAG Gce
Trp ser Pro Glu Ala

CCT CCA GCT GAG AAC
Pro Pro Ala Glu Asn

cce
Gtu

GTT
val

GCT
Ala

e
Phe

T6C
Cys

»

TCC
Ser

CAA
Gin

AAC
Asn

ACA
Thr

GAC
Asp
GAG

Glu

ATG
et
GAG
u

2]
-

CAG CTC CAC
Pro Gin Leu

TGY GAG TGG
Cys Glu Trp
-

GTG CTC TTG
Val Leu Leu

CAG GAG CCG
Gtn Gtu Pro

CAG TTA GCA
Gln Leu Ala

ATG TGC GTC

Net Cys Val
w

ACC TTT CAG
Thr Phe Gln

ATC ACA GTC
Ile Thr Val
4 4

ACC TGC CAA
Thr Trp Gln

CGG TIT GAG
Arg Phe Glu
ACA TGG ATG
Thr Trp Met
GCC TGG AGC
Als Trp Ser
GAG TTC GGG
Glu Phe Gly

GGC ACG CCT
Gly Thr Pro

GTG TCC ACC
val Ser Thr

GAC
Ser

GGT
Gly

GTG
vat

Ala

Pro

46
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991 ATG CAG GCA CTT ACT ACT AAT AAA GAC GAT GAT AAT ATT CYC TTC
331 Met Gln Ala Leu Thr Thi Asn Lys Asp Asp Asp Asn Ile Leu Phe

1036 ACA GAA TCC AGG AGT CCT CCA GCT GAG AAC GAG GTG TCC ACC CCC
346 Arg Asp Ser Als Asn Ala Thr Ser Leu Pro Val Gln Asp Ser Ser
*HE e d H4e

10B1 TCA GTA CCA CTG CCC ACA TTC CYG GYT GCT GGA GGG AGC CTG GCC

361 Ser Val Pro Ley Pro Thr Phe teu Val Ata Gly Gly Ser teu Ala

1126 TTC GGA ACG CTC CYC TGC ATY GCC ATT GTT CTG AGG TTC AAG AAG

376_Phe Gly Thr Ley Ley Cys |le Alg Ile Vol Ley Arg Phe Lys Lys

1171 ACG TGG AAG CTG CGG GCT CTG AAG GAA GGC AAG ACA AGC ATG CAT
391 Thr Trp Lys Leu Arg Ala Leu Lys Glu Gly Lys Thr Ser Met His

-

1216 CCG CCG TAC YCT TTG GGG CAG CTG GTC CCG GAG AGG CCT CGA cCC
406 Pro Pro Tyr Ser Leu Gly Gln Leu Val Pro Glu Arg Pro Arg Pro

1261 ACC CCA GTG CTT GYY CCT CYC ATC TCC CCA CCG GG TCC CCC AGC
421 Thr Pro Val Leu val Pro Leu Ile Ser Pro Pro Val Ser Pro Ser

1306 AGC CTG GGG TCT GAC AAT ACC TCG AGC CAC AAC CGA CCA GAT GCC
436 Ser Leu Gly Ser Asp Asn Thr Ser Ser His Asn Arg Pro Asp Ala
a2 2 2 o d

1351 AGG GAC CCA CGG AGC CCT TAT GAC ATC AGC AAT ACA GAC TAC TTC
451 Arg Asp Pro Arg Ser Pro Tyr Asp Ile Ser Asn Thr Asp Tyr Phe

1396 TTC CCC AGA TAG
466 Phe Pro Arg fin

Figura 11, Listas de las secuencia de nucledtidos y de aminodcidos del IL-6R humano, seguin
Yamasaki etal( 43) |

* = Cysdel dominio C2
+++ = sitios potenciales de N-glucosilacién
___ = péptido seiial
numero = aminodcidos
nimero = nucledtidos

= == = dominio transmembranal
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Figura 12. Esquema de la estructura bidimensional que ha sido propuesta para el receptor de la IL-6,
tomado y madificado de Kishimoto {132),

La porcién extramembranal del receptor para la IL-6 contiene 340 aa. Los primeros
100 amino4cidos forman un dominio parecido al segmento C2 de las cadenas pesadas de
las IgG, con un bucle N-terminal de aproximadamente 90 residuos de aa. Es decir, el
IL-6R forma parte de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Un dominio similar al
dominio C2 de las inmunoglobulinas se presenta, igualmente, en los receptores para las
citocinas IL-1, PDGF y CSF-1, asf como en el receptor para la porcién distal de las
cadenas pesadas de las IgG [FcyR] y para la a.1-B-glucoprotefna [l B-GP]. Ademds, la
distancia entre las Cys que forman el bucle de la porcién extramembranal del receptor es
igual a la del dominio C2 ©30, 343),  E] segmento transmembranal de IL-6R contiene 28
residuos de aa y se continiia con un segmento intracitopldsmico constituido por 82 aa, el
cual, a diferencia de otros receptores, no se encuentra asociado a la enzima tirosina
cinasa (132,330
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4. 5. 3. Variedades del IL-6R.

Existen dos tipos de receptores para la IL-6, denominados de alta y de baja afinidad,
que se encuentran localizados en una gran variedad de células. Los primeros tienen una
Kd aproximada de 10 pM y los segundos, una Kd cercana a 10 nM. La afinidad de la
IL-6 humana [hIL-6] hacia el hIL-6R es mayor que la de IL-6 murina por el mismo
receptor, lo cual indica que la IL-6 humana también es activa en células de ratén, aunque
lo contrario no sucede ©30),

La uni6n de la IL-6 con su receptor provoca que este \iltimo se asocie a una protefna
de membrana de 130 kDa de peso molecular, llamada gpl130. EI conocimiento de esta
unién ha permitido proponer a Kishimoto (132 que el receptor de la IL-6 est4 constitufdo
por dos cadenas polipeptidicas, una ligante (que serfa la que hasta ahora hemos
denominado IL-6R) y otra no ligante (representada por la gpl130).

4. 5. 4, La glucoprotefna 130 (gp130).

Hibi er al ®9 informaron en 1990 que la gp130 estd compuesta por 918 residuos de
aa, en su forma nativa y por 896 aa en su forma madura, con un PM final de 101 kDa.
Ademds, cuenta con 6 unidades de un médulo de fibronectina tipo III, 14 posibles sitios
de N-glucosilacién y 2 regiones hidrofébicas. La primera de estas dos tltimas estd
compuesta por los 22 residuos de aa iniciales y se cree que es un péptido sefial; la
segunda se localiza entre los residuos 620 a 641, contiene 21 residuos de aa y
corresponde, probablemente, a la fraccién transmembranal.

Una parte de la regién extramembranal de la gp130 (que se extiende del residuo 125
al 320) tiene una homologfa parcial con diversos miembros de una familia de moléculas
que actiian como receptores para las hormonas prolactina y del crecimiento, asi como
también para las interleucinas 2 (cadena B del receptor), 3, 4, 6 y 7 y para los factores
formadores de colonias como la Epo, el GM-CSF y el G-CSG, siendo el receptor para
este dltimo factor el que mds se parece a la gp13u. En esta misma regi6n se encuentran
cuatro residuos de cistefna, en las posiciones 134, 144, 172 y 182, respectivamente.
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TABLA VII. DIFERENTES RECEPTORES CON LOS QUE LA GP 130 ES
PARCIALMENTE HOMOLOGA ©,

1L-2R (cadena B),
IL-3R,

IL-4R,

IL-7R,
GM-CSF-R,
G-CSF-R,

EpoR,

PRL-R,

GH-R.

(*) Hibi et al ®9

Por otra parte, la regién intracelular de la gp 130 contiene 4 secuencias de aa
necesarias para la unién de GTP y una secuencia de 8 aminodcidos que permite su
interaccién con protefnas cinasas. Adicionalmente, esta regién muestra similitud con las
porciones intracitopldsmicas del G-CSF-R, EpoR y de la cadena B del IL-2R.

El RNAm de la gpl30 estd formado por 7 kb y se expresa tanto en las células
sensibles a la IL-6, como en la linea celular U266 de mieloma, la lfnea celular BMNH
transformada por el EBV, la linea HepG2 de hepatoma, la lfnea SK-MG-4 de
glioblastoma, las lfneas Jurkat y CEM de células T, una linea celular parecida a las
células NK, la linea T24 de carcinoma de vejiga, la linea Reh no-T no-B y la linea Daudi
de linfoma de Burkitt.

Se cree que la gp130 es la responsable de la formacién de sitios de alta afinidad para
la IL-6, al estabilizar su unién al IL-6R. Ademds, parece ser la encargada de transmitir,
hacia el interior de la célula, la sefial generada por la unién de ésta interleucina a su
receptor ©5,132,330) | La siguiente Tabla presenta varias de las caracterfsticas que poseen
el IL-6R y la gp130, segin Hibi er al ® y Kishimoto 132,
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TABLA VIII. ALGUNAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
DEL RECEPTOR DE LA B-6 Y LA GP130

CARACTERISTICA IL - 6R GP130
Peso molecular aparente (kDa) 80 130
Niimero de aminodcidos

total 468 918

protefna madura 449 896
Estructura genémica desconocida
Localizacién cromosoma 1
Sitios de N-glucosilacién 6 14
Segmento transmembranal tinico dnico
Porcién intracitopldsmica 82 aa 277 aa
Homologfa de secuencia superfamilia Ig (ver tabla VII)

sin dominio para la
tiresina cinasa

4. 5. 5. Células que expresan el IL-6R.

Los receptores para la IL-6 se expresan en varios tipos de células, .tales como
linfocitos B activados, linfocitos T en reposo, macréfagos, lineas de células B
linfoblastoides, lfneas de células de mieloma, lfneas de hepatoma y lfneas de monocitos.
También, el receptor ha sido encontrado en varias lineas celulares de origen epitelial,
neural, hematopoyético y fibrobldstico @86) ,

Las células blanco de la IL-6 poseen, por lo general, entre 100-1,000
receptores/célula. Las células de mieloma miiltiple humano y las lfneas celulares
inmortalizadas con el virus de Epstein-Barr son las que poseen €l mayor mimero de
receptores de alta afinidad (10,000/célula) pero, el tipo celular que expresa el mayor
nimero de receptores sobre la superficie de su membrana es Ia lfnea celular U266 de
mieloma, ¢on 10,000-20,000 IL-6R/célula 3D, En contraste, las células T , las células
B y los macréfagos normales muestran solamente unos pocos cientos de receptores 330),
La expresién del IL-6R en los linfocitos T se ve disminufda durante su activacion,
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mientras que en los linfocitos B se presenta unicamente en las etapas finales de su
maduracién 49,

El grupo de Fujihashi 79 ha observado que los linfocitos B sIgA(+) obtenidas de la
submucosa del apéndice humano son, hasta el momento, las dnicas células del tejido
humano linfoide en las que ha sido demostrada la expresion de receptores para la IL-6 de
manera constitutiva. En ellas, el nimero de receptores para IL-6 es mucho mayor que
en las células B de sangre periférica estimuladas con PWM. En las subpoblaciones de
células T CD4 ) y CD8 ), el mimero de receptores para la IL-6 es parecido y no
cambia después de la estimulacién con PHA,

Los hibridomas y los plasmocitomas también poseen una cantidad aproximadamente
igual de receptores para IL-6 sélo que, en este caso, se trata de receptores de alta
afinidad. Las lineas celulares de hepatoma poseen IL-6R de baja afinidad, mientras que
las lineas celulares de mieloma poseen receptores de alta y baja afinidad para IL-6 260,

TABLA IX. EXPRESION DEL IL-6R EN DIFERENTES
TIPOS DE CELULAS ©

CELULAS RECEPTORES/CELULA
Linfocitos B activados - 500
Linfocitos B en reposo no detectable
Linfocitos T en repaso " 30
Lineas de linfocitos B transformadas por EBV 10,000 - 20,000
Lfneas de linfoma de Burkitt no detectable
Cél. y lineas cel. de mieloma 100 - 20,000
Lineas cel. de hepatoma 2,000 - 3,000
Lineas cel. de leucemia mieloide 2,000 - ~ 3,000
Feocromocitoma de rata (PC12) - 1,000
Lineas cel. de mieloma U266 10,000 - 20,000
Lifneas cel. de mieloma H929 16,500

(*) Kishimoto (132}
cél. = células Lineas cel. = lfneas celulares




53

4. 5. 6. Control de la expresién del IL-6R.

En los linfocitos B humanos de sangre periférica o de las amigdalas, la sintesis del
IL-6R puede inducirse mediante la estimulacién con mitégenos o con antfgenos 0, De
igual forma, en los cultivos de blastos de células B, la expresidn del receptor para la IL-6
puede ser inducido por el mitdgeno fitolaca americana [PWM].  Por otra parte, en
ciertas lineas celulares, la expresién de los receptores para la IL-6 se incrementa al
tratarlas con dexametasona @86),

Recientemente, en 1991, Sanceau er al ¥4 han encontrado que, en las células THP-
1, el IFNy aumenta la formacién de RNAm para éste receptor, mientras que la
combinacién de IFNy y TNF disminuye los niveles del RNAm para el IL-6R.
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5. Regulacion de la produccién de IL-6

8. 1. Los inductores.

En 1a mayorfa de las células normales la IL-6 no se sintetiza de manera constitutiva,
es decir sin necesidad de estfmulos. Existen diversos mecanismos positivos y negativos
que controlan su produccién, mediante diversas sefiales intracelulares. La sintesis de Ia
IL-6 puede ser estimulada rdpidamente por una gran cantidad de sustancias que son
conocidas como inductores. Entre éstos, los mejor conocidos son algunos virus de RNA
o DNA, los LPS o endotoxinas de las bacterias Gram-negativas, varias citocinas como las
IL-1a y B8, €l TNFa solo o en combinacién con IFNy, la IL-3, el factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos [GM-CSF] y el factor de crecimiento derivado de
plaquetas [PDGF] 32,310, 330),

La produccién de la IL-6 también puede ser inducida por diversos agonistas de
segundos mensajeros intracelulares que activan las protefnas cinasas A o C, que
incrementan la sfntesis de AMPc, o que estimulan las vfas de transduccién de sefiales que
son activadas al aumentar el flujo intracitoplasmdtico de Ca2+/- (90,137,138, 230, 257, 334, 349),

Otros inductores, utilizados frecuentemente para estimular la sintesis de la IL-6 en
cultivos de células, son el forbol miristato acetato [PMA], los virus de seudorrabia y
Sendai, el suero, el factor de crecimiento epidérmico [EGF], el nucleétido ciclico
sintético Br-AMPc, el forskolin, el diacilglicerol, el ionéforo de Calcio A23187 y el 12-
O-tetradecanoil-forbol-13-acetato [TPA] @35, 34),

Todos los inductores mencionados, ya sea solos o combinados, ponen en marcha
diversos procesos bioqufmicos que conducen a la activacién del niicleo de la célula y,
concretamente, a la expresién del gene de la IL-6.
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Algunos estudios han revelado que varias citocinas, como la IL-1, el IFNy, el TNF y
el PDGF, estimulan la produccién de IL-6 en fibroblastos diploides ©1, 50, 86, 127, 128, 137,
138, 264, 268, 317, 334) Por otro lado, los grupos de investigadores de Miyaura ez al 188) y
Shabo er ql @61 han publicado resultados en favor de que la IL-6 es capaz de
autoestimular su sfntesis.

Se ha observado que los pacientes cancerosos que reciben IL-2 o TNF como

. tratamiento incrementan significativamente la produccién de IL-6 y la concentracién en el

suero de esta citocina 122, En los cultivos de monocitos y de células de la médula 6sea,

los estimuladores del crecimiento celular, como el GM-CSF, también resultan buenos
activadores de la sfntesis de IL-6 3%,

Se cree que cada inductor de la IL-6 generalmente actia utilizando mecanismos
distintos, segiin el tipo de célula sobre la que ejerce su accién. En los cultivos de
fibroblastos que s pueden sintetizar IL-6 de manera constitutiva, se ha encontrado que la
adicién de cicloheximida aumenta mds de 2 a 3 veces la expresién del RNAm para la IL-
6 y la actividad de las enzimas transcripcionales. En esta misma lfnea de células, el
TNFa incrementa 5 a 15 veces las mismas actividades enzimdticas @260, 334 mientras que
en los cultivos de células THP-1, la misma citocina no produce cambios @49,

El efecto inductor del TNFE y de la IL-1 en la sintesis de IL-6 por los fibroblastos ha
sido determinado por la aparicién rdpida de RNAm para esta Gltima citoclna @34, Por
otra parte, la expresién constitutiva de IL-6 se ha observado en células de mixoma
cardfaco, en células de cdncer cervical, en células de carcinoma de vejiga y en mielomas
humanos 67,125},

TABLA X. PRINCIPALES INDUCTORES DE IL-6

LYPOPOLISACARIDOS BACTERIANOS,

INFECCIONES VIRALES,

TNFa,

IL-1 e IL-3,

TNFa o IL-1, EN COMBINACION CON IFNy,

FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS,

FACTOR ESTIMULANTE DE COLONIAS DE GRANULOCITOS Y MACROFAGOS,
SUERO,

POLI(I), POLI(C),

CICLOHEXIMIDA

SeENaAnALNN
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En 1987, Sehgal et al @57, encontraron que cuando el ionéforo de calcio A23187 y
los diacilgliceroles sintéticos se afiaden al medio de cultivo de la lfnea FS-4 de
fibroblastos humanos, estas células incrementan la transcripcién del RNAm para la IL-6.
El RNAm para la IL-6 también se puede expresar constitutivamente en otras células
anormales, como lo son varias lineas de células malignizadas, entre las cuales se pueden
mencionar la Ifnea celular T24 de carcinoma de vejiga, la linea TCL-Nal obtenida de
células T transformadas por el HTLV-1 y una linea celular derivada del amnios ¥7, La
IL-1B induce la sintesis de RNAm para la IL-6 cuando estimula las lineas celulares U-373
de astrocitoma y Ia lfnea SK-MG-4 de glioblastoma @4), El TNF también puede inducir
la sfntesis de este RNA, in vitro, cuando los estudios se llevan a cabo sobre lineas
celulares tumorales 0,

En los cultivos de fibroblastos, el inductor mds potente de la sintesis de I1a IL-6 es la
IL-1. En cambio, la misma IL-1 es un agente inductor mucho menos potente cuando se
afiade a cultivos de células de la médula 6sea, las cuales responden aumentando mucho
més la produccién de IL-6 al estimularlas con IL-3 o con el GM-CSF @30,  Los
fibroblastos y los monocitos también incrementan su produccién de IL-6 cuando se les
cultiva en presencia de LPS ©1,125),  Otro inductor del BSF-2/IL-6 en fibroblastos y en
células mononucleares de sagre periférica es el TGFp 7,309),

En las células T, la produccién de IL-6 se puede inducir con mit6genos o por
estimulos antigénicos, siempre y cuando exista Ia presencia y el contacto directo con los
macréfagos (112),

En otros experimentos se ha demostrado que los estrégenos también participan en la
induccién de la IL-6, particularmente cuando estimulan las células del endometrio
humano @89, Por otra parte, la misma IL-6 puede producirse de manera constitutiva en
las células del trofoblasto humano, durante el embarazo @98),

Diversos virus también son responsables de inducir la produccién de IL-6 en
fibroblastos, monocitos o en células del sistema nervioso central 329,  Asf por ejemplo,
el HIV induce la sintesis de IL-6 en los'monocitos @8), )
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Figura 13. Algunas de las principal les intracelulares que se activan cuando las células son

i 4

estimuladas por los inductores de la IL-6.

.Por otra parte, la expresién del gene de la IL-6 puede estar controlada negativamente
por varias sustancias. Entre éstas se encuentran los glucocorticoides.  Su actividad
inhibitoria ha sido demostrada mediante diversos experin;énxos realizados con muestras de
varios tejidos y células. Se han publicado resultados en favor de que la dexametasona
[DEX] es un potente inhibidor de la induccién de IL-6 en fibroblastos estimulados con
IL-1a, TNFa y LPS 00 B8) y en células de la pituitaria anterior de ratas 3.  Otro
inhibidor de la produccién y las funciones de esta citocina es el 1,25-dihidroxivitamina
D3 asn,
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Figura 14, Estructura qufinica de la d 7

5.2. Control de la produccién de IL-6.

Durante los iiltimos 6 aiios se ha observado que, por lo general, para la amplificacién
de las respuestas inmunoldgicas e inflamatorias se requiere la colaboracién de varias
citocinas @21,  La confirmacién de esta actividad biolégica ha propiciado diferentes
investigaciones con el objetivo de encontrar sustancias inocuas que resulten buenas
inductoras de la sfntesis de algunas citocinas, ya que, al aumentar la concentracién de
éstas en la sangre o los tejidos, se podrfan obtener efectos terapéuticos en varias
enfermedades.  Asf por ejemplo, la combinacién del IFNy con el TNFx o con el
muramil dipéptido [MDP] ha resultado ser un potente inductor de IL-6 en monocitos y en
lineas celulares derivadas de ellos @4,

Algunos de estos experimentos han revelado que la tolerancia a las endotoxinas
conlleva una disminucién en la sfntesis de algunas citocinas. Asf por ejemplo, en el caso
de varias cepas de ratones tolerantes a los LPS, ya sea en una forma inducida o
genéticamente determinada, se ha encontrado que los macr6fagos de estos animales tienen
disminuida su produccién de TNFa e IL-1. ’

Recientemente, en 1991, Mengozzi y colaboradores (182) gbservaron otro aspecto
interesante en la induccién de la IL-6. ~ Sus experimentos, realizados ir vive, permitieron
demostrar que la sintesis de IL-6 se controla de una manera distinta a la sintesis del
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TNFa. También encontraron que la tolerancia de los ratones hacia los LPS, ya sea
inducida o adquirida genéticamente, puede revertirse mediante un pretratamiento con
forbol miristato acetato [PMA] o con IFNy., El PMA‘ es capaz de restaurar Gnicamente
la sfntesis de IL-6, mientras que la administracién del IFNy mejora solamente un poco la
produccién de IL-6, pero mucho mds la sintesis del TNFo, en cualquier tipo de ratones
tolerantes a los LPS.

Durante ese mismo afio, el grupo de investigadores dirigidos por Sanceau @45
estudid el mecanismo por el cual la adicién simultdnea de IFNY y de TNFa a cultivos de
células THP-1 promueve el aumento en la expresi6n de los genes de la IL-6 y del IL-6R,
asf como un incremento en la secrecién de las moléculas codificadas por ambos genes.
Ellos encontraron que el conjunto de las dos citocinas mencionadas activa
considerablemente la expresién del gene de la IL-6, induciendo rdpidamente (en 6 horas)
la aparicién de grandes cantidades de]l RNAm para la IL-6 y la secrecién abundante de la
interleucina.

Sin embargo, los mismos autores @45 también observaron que este fenémeno no se
repite constantemente en todas las células que ellos estimularon. La preincubacién de
los monocitos de la linea THP-1 con IFNy solamente estimula significativamente la
formacién del RNAm para el IL-6R, aumentando en un 50% la expresién de este
receptor 6 horas después del tratamiento con la mezcla de TNFa mds IFNy. En cambio,
la combinacidn de IFNy y TNFa sin la preincubacién con IFNy, mds bien disminuye
estos eventos, mientras que, en la misma linea celular mencionada, los LPS reducen la
expresién del IL-6R.

Después de analizar todos estos resultados, Sanceau er al @49 han sugerido, de
acuerdo con Bauer ef al % que, probablemente, la inhibicién de la sintesis del IL-6R se
debe a una supresién especffica mediada por su ligando. Sanceau er al 245 proponen
que las dos primeras citocinas estimulan la produccién y la secrecién de la tercera porque
el IFNy y el TNFa activan o promueven la expresién transitoria de sustancias diferentes,
no identificadas, cuya participacién simultinea se requiere para la transcripcién del gene
de 1a IL-6, tal y como se ha encontrado en genes IFN-sensibles.

Ademds, Sanceau y su grupo encontraron que la cicloheximida inhibe la traduccién
del RNAm para la IL-6 en las células THP-1. De acuerdo a estas observaciones, ellos
propusieron que la superinduccién del RNAm de la IL-6 por el IFNy se encuentra
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asociada a la sfntesis de novo de otras protefnas (como HLA) que también son inducidas
por el IFNy, las cuales deben estar presentes para colaborar con la IL-6 que se produce
por la estimulacién simultdnea con el IFNy y el TNFo.  Adicionalmente, ellos sefialan
que la induccién del gene de la IL-6 por el IFNy y el TNFa, asf como la superinduccién
de la IL-6 por la primera citocina, son eventos que se encuentran regulados por
mecanismos distintos.

Estos mismos autores 245 también indican que sus resultados apoyan la idea de que,
en condiciones fisiolégicas, probablemente el IFNy puede regular positivamente la
expresién del IL-6R en los monocitos, mientras que, en los procesos inflamatorios, el
mismo IFNy en combinacién con el TNFa, més bien debe provocar una disminucién en
la expresién de los IL-6R, lo cual puede estar mediado por el ligando. Sanceau y sus
colaboradores @45 finalizan la proposicién de sus hipétesis afirmando que, posiblemente,
el IFNy es un elemento fisiol6gico importante que participa en la homeostasis de las
actividades de los monocitos.  Sin embargo, hasta el momento, se desconocen los
elementos que estdn involucrados en la induccién de la expresién del gene de la IL-6
cuando ésta es mediada por IFNy.

5. 3. Los mensajes intracelulares que trasmiten los inductores.

El RNAm para la IL-6 aumenta significativamente en el citoplasina de células
cultivadas cuando éstas son estimuladas con agentes que activan la proteina cinasa C o
que elevan la concentraci6n intracitoplasmatica de AMPc.  Tal es el caso de los ésteres
de forbol, los diacilgliceroles y los ionéforos de calcio @50,

En 1988, Zhang y colaboradores 349 observaron que las sustancias que incrementan
el AMPc intracelular son las que inducen mds rdpidamente la sintesis de la IL-6. Por
esta razén estos autores sugirieron que la induccién de la sintesis de IL-6, por el TNFo y
por la IL-1, podrfa depender de la activacién de la via del AMPc. Los mismos autores
también mostraron que la asociacién AMPc/IL-6 depende, parcialmente, de que los dos
agentes inductores mencionados activen la protefna cinasa C, .cuya actividad enzimética
influye sobre la concentracién citoplasmdtica del AMPc,  Las dosis de TNFo. e IL-1
necesarias para incrementar los niveles del. AMPc son las mismas que hacen falta para
estimular la produccién de IL-6.
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Estos resultados han conducido a proponer la existencia de una segunda sefial
intracelular para la produccién de IL-6 en los fibroblastos estimulados con IL-1. Esta
segunda seifial serfa dependiente de la concentracién intracelular de AMPc e independiente
de la proteina cinasa C. La proposicién anterior implica que, probablemente, la
produccién de IL-6 puede estar relacionada con la presencia en el DNA de varias
secuencias de nucledtidos [MRE] que funcionan como elementos aumentadores de Ia
transcripcion de su gene.  Estas secuencias han sido encontradas tanto en el genoma
humano como en el murino @30,

En los linfocitos de las amigdalas y en fibroblastos humanos, se ha encontrado que
los compuestos que activan la protefna cinasa C también son estimulantes de la expresién
del gene de la IL-6.

5.4. Mecanismos de transduccién de las seiiales que se generan cuando la IL~-6 se

une a su receptor.

Hasta la fecha es muy poco lo que se conoce acerca de los mecanismos de
sefalizaci6n intracitopldsmica que generan las citocinas cuando se unen a su receptor de
membrana. En el caso de la IL-6, se sabe que el IL-6R carece de un dominio asociado a
la tirosina-cinasa y que la gp 130 es la proteina encargada de transmitir la sefial que
genera la unién de la IL-6 a su correspondiente receptor (30,

Hibi et al 9 han sugerido, en 1990, que las actividades pleiotrépicas de la IL-6 se
pueden explicar por la presencia de varias moléculas diferentes que, en la ruta de sefiales
generadas por la interaccién de IL-6 con su receptor, estarfan localizadas abajo de la
gpl30.  Estas moléculas podrian variar para cada tipo de células sobre las que la
interleucina estaria actuando.

Recientemente, en 1991, el equipo de investigadores de Fukunaga % ha tratado de
identificar a los elementos intracelulares que participan en la transduccién de la sefial que
genera la IL-6 al unirse a su correspondiente receptor. Sus observaciones, in vitro, los
han llevado a comprobar que, en las células del mesangio de rata, la IL-6 provoca un
incremento rdpido y transitorio del inositol 1,4,5-trifosfato [Ins 1,4,5-P3] y un aumento
en la concentracién de calcio intracelular, lo cual promueve la produccién de la
prostaglandina Ep [PGE3], todo esto dependiendo de la dosis de la IL-6 empleada.
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En el caso del Ins 1,4,5-P3, su aumento se registré a Jos 10 segundos y regresé a sus
valores basales 20 segundos mds tarde. La concentracién del calcio intracelular se
incrementd a los 15 segundos y desde ese momento comenzé a disminuir rdpidamente
hasta que alcanzé un valor que apenas era ligeramente mayor al de su nivel basal. En
ambos casos el efecto se observé después de la adicién de la IL-6 a los cultivos de células
arriba mencionados.

Fukunaga ez al €% encontraron que la IL-6 promueve Ia ruptura del fosfatidilinositol-
4,5-bifosfato [PIP5], liberando diacilglicerol [DAG] e inositol-1,4,5-trifosfato [Ins 1,4,5-
P3]. Esta iltima molécula es la que, a su vez, activa el intercambio de Ca*+, con
diversos efectos bioldgicos. Ademds, los mismos autores sugieren que, como la IL-6
origina la sintesis de prostaglandina Ep [PGE3] y el incremento simultineo del Ins 1,4,5-
P3, la produccién de la prostaglandina Ej en las c€lulas del mesangio de rata debe ser
estimulada por algiin mecanismo acoplado a la vfa de sefializacién del fosfoinositido [PI].'

En otro estudio, publicado en ese mismo afio 161, se informé que, durante la
induccién de la diferenciacion de las células de leucemia mieloide, tanto la IL-6 como el
LIF activan las mismas respuestas inmediatas, entre las que se encuentra la fosforilacién
de Ia tirosina. A



6. Principales actividades bioldgicas de la IL-6

6. 1. Estimulacién del crecimiento de hibridomas y plasmocitomas.

Varios afios después de que Potter y Boyce @26 lograron la induccién de
plasmocitomas en ratones Balb/c inyectados intraperitonealmente con aceite mineral, se
pudo comprobar que los tumores se generaban exclusivanente en los tejidos
granulomatosos que producfan una gran cantidad de un factor soluble que fue
denominado factor de crecimiento de plasmocitomas [PCT-GF]. Posteriormente, tres
afios después de que Kohler y Milstein (139 desarrollaran la técnica para la produccién de
anticuerpos monoclonales, se pudo establecer que el crecimiento de los hibridomas
viables también dependfa de la existencia de varios factores capaces de estimular su
multiplicacién.

Los primeros experimentos revelaron que el crecimiento de los hibridomas se
estimulaba cuando al medio de cultivo se afiadfan algunas células, tales como los
macréfagos peritoneales, las células del timo y del bazo, los fibroblastos o medios de
cultivo condicionados con ellas 60,284 En los medios condicionados activos se encontré
la sustancia soluble responsable de promover la proliferacién celular de los hibridomas
recién formados. Esta sustancia fue denominada factor de crecimiento de hibridomas
[HGF] 1.20,326),

La caracterizacién bioqufmica del HGF murino por Nordan y Potter @), en 1986,
reveld que la molécula era similar a otro factor estimulante, ya mencionado en €l pdrrafo
anterior, que promovfa el crecimiento de tumores murinos y que habia sido llamado
PCT-GF. Posteriormente se llegé a conocer que los factores estimulantes del
crecimiento de plasmocitomas e hibridomas [PCT-GF y HGF], humanos y murinos, eran
similares al IFNf2, al factor-2 estimulante de células B [BSF-2] y a la IL-6 @19,  Poco
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después, se reconoci6 la igualdad de todas estas moléculas y se les asigné el nombre
genérico de IL-6 @27,

Actualmente, numerosos estudios realizados in vitro han confirmado que IL-6 es un
buen estimulante del crecimiento de los hibridomas y de los plasmocitomas derivados de
linfocitos B humanos y murinos 32,  La adicién de esta interleucina a los cultivos de
células tumorales ha contribuido a mejorar considerablemente la produccién de
anticuerpos monoclonales @%. 226, 228 Otras células cuyo crecimiento también puede
ser estimulado de la misma manera por la IL-6 son las lfreas de linfocitos B que han sido
transformados por el virus de Epstein-Barr, especialmente a bajas densidades celulares
(305, Este tltimo efecto serd descrito con mds detalles mds adelante, en el inciso
correspondiente a la actividad que tiene la IL-6 sobre las células B.

Se han encontrado plasmocitomas cuyo crecimiento résulta completamente
dependiente de IL-6. En estas células, cuando se interrumpe la adicién de la citocina se
produce una detencién del crecimiento en la fase Gy del ciclo celular 204,

Durante 1987, Bazin y Lemieux @0 ya habfan aportadp pruebas que apoyaban la
capacidad estimulatoria de la IL-6 sobre el crecimiento de los hibridomas murinos. La
continuacién de sus estudios @V demostré que, ademds, el mismo factor estimulaba la
sintesis de anticuerpos monoclonales. En los hibridomas obtenidos por fusién de células
de mieloma murino con linfocitos esplénicos de ratones inmunizados éon eritrocitos
humanos, se pudo observar que el medio de cultivo condicionado, conteniendo el HGF,
incrementaba mds la produccién de anticuerpos monoclonales que el nimero total de
células hibridas.

Las lineas de hibridomas 7TD1 y B9, derivadas de linfocitos B y dependientes de la
IL-6, necesitan aproximadamente 1 pg/ml de esta citocina para alcanzar la mitad de su
méximo crecimiento. Esta cantidad es 2 a 3 veces menor que el valor de la Kd calculado
al estudiar la unién de la IL-6 a sus receptores de alta afinidad.  Por otra parte, para
lograr esa misma tasa de crecimiento, los plasmocitomas necesitan 100 veces mds esa
cantidad, mientras que los linfocitos B normales apenas requieren 2 ng/ml de IL-6 (330,

Algunos autores han encontrado que la IL-6 presenta varias diferencias antigénicas
segln las especies animales estudiadas.  Asf por ejemplo, el factor de crecimiento de
hibridomas, de origen felino, también posee actividad de IL-6 aunque no resulta
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completamente igual a IL-6 humana, desde un punto de vista antigénico.  El suero de
conejo anti BSF-2/IL-6 humano no neutraliza la proliferacién de la clona B3B1 de
hibridoma de ratén-rata. Todo esto significa que, al menos en el humano, el ratén y el
gato existen moléculas que, aunque son antigénicamente distintas, tienen en comin la
propiedad de promover el crecimiento de los hibridomas @13,

Sin embargo, la actividad estimulante del crecimiento celular que tiene IL-6 no se
limita a los plasmocitomas e hibridomas de células tumorales.  Algunos experimentos
realizados con mielomas humanos han demostrado que estas células malignizadas también
aumentan su tasa de crecimiento, in vitro, cuando se les afiade 11.-6 al medio de cultivo;
en cambio, las mismas células reducen su tasa de multiplicaciones cuando se les
adicionan anticuerpos anti IL-6 (12%13%,  No obstante, se¢ debe sefialar que, para el
crecimiento ér vitro de las lineas celulares de mielomas humanos que son dependientes de
fa IL-6, también se requiere, ademds de la interleucina, que el medio de cultivo contenga
macréfagos o el factor GM-CSF 605,

Algunos autores han propuesto que la actividad de 1a IL-6, de estimular ir vitro el
crecimiento de los hibridomas, los plasmocitomas y los mielomas, puede tener alguna
relacién con la proliferacién de tumores malignos ir vive. Van Snick 830 ha sugerido
que, posiblemente, la IL-6 acttia como un factor estimulante del crecimiento de algunos
tumores in vive. Esta opinién se apoya en la observacién de que, en el caso de los
ratones con plasmocitomas inducidos experimentalmente, sus células tumorales requieren
de IL-6 para desarrollarse, tanto in vive como ir vitro. El crecimiento de las neoplasias
que derivan de los linfocitos B puede ser otro ejemplo en favor del punto de vista
anterior, ya que, en los estadios medio y tardfo de la diferenciacién de estas células
malignizadas, se ha encontrado un aumento en la formacién del RNAm para la IL-6 @5
129, Asimismo, se ha podido observar que algunos pacientes con mieloma fulminante
presentan incrementos importantes en los niveles de IL-6 en la médula 6sea, ademds de
una correlacién entre dichos niveles y la actividad de la enfermedad. Sin embargo, es
conveniente sefialar que el aumento en la secrecién de 1L-6 sélo se observa en un niimero
reducido de estos pacientes (15, 135),

Para Klein y colaboradores (139, la estimulacién del crecimiento de los mielomas por
1a IL-6 se lleva a cabo en una forma paracrina. Este punto de vista se fundamenta en que,
como ellos lo comprobaron, las células del estroma de la médula ésea son las que
producen la cantidad mayor de la interleucina.  Sin embargo, Levy er al 155 han
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realizado estudios, in vitre, cuyos resultados apoyan la idea de que IL-6 también puede
estimular el crecimiento de los mielomas en una forma autécrina. Sus resultados
demuestran que dos lfneas celulares de mieloma miiltiple humano, U266 y RPMI8226,
secretan pequeiias cantidades de IL-6. En estos cultivos, la adicién de anticuerpos anti
JL-6 no modifica la proliferacién de las células tumorales. Estos resultados, en favor de
la produccién autécrina de IL-6 por los mielomas, coinciden con los que habian sido
informados previamente por Kawano ef @l 129, Adicionalmente, Levy er al (55
encontraron que la adicién de oligodesoxinucledtidos antisentido y sin sentido, para la
IL-6, inhiben significativamente (80-95%) la proliferacién de las células U266 y
RPMI8226. Como no son definitivos los resultados anteriores, respecto a la accion de la
IL-6 como promotora del crecimiento de los mielomas, los mismos autores (55 han
propuesto una hip6tesis seglin la cual las células madres del mieloma (que originan
colonias malignas in witro), pueden llenar los sitios donde se encuentran células
plasmdticas y, después, proliferar bajo el estimulo de la IL-6.

6. 2. Estimulacién de la diferenciacién de las células B.

La IL-6 es una linfocina, producida por los linfocitos T, que posee la capacidad de
inducir la diferenciacién terminal de los linfocitos B hacia células plasmdticas @3.199),
Ademds, la IL-6 incrementa la produccién de IgM, IgA e IgG en las células
mononucleares periféricas [PBL] cuando éstas son estimuladas, in vitro, con el mit6geno
fitolaca americana [PWM] @33},  Sin embargo, esta interleucina no afecta el crecimiento
de las células B activadas con mitGgenos, puesto que no modifica sus tasas de
proliferacién ©8.198),

Para que la IL-6 pueda ejercer sus actividades bioldgicas se requiere que sus células
blanco expresen los receptores especificos de la interleucina.  Asf por ejemplo, los
linfocitos B de las amfgdalas y de sangre periférica son células blanco cuya- proliferacién
puede ser estimulada por la IL-6, solamente si han sido previamente activados. Los
receptores para la IL-6 sélo se expresan después de la activacién de los linfocitos B.. Por
esta razon, los linfocitos B en reposo, que no expresan receptores para IL-6, no son
sensibles a esta interleucina @91, ’
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Figura 15. El esquema relaciona Ia actividad de IL-6 sobre la diferenciacién de los linfocitos B con

las actividades que tienen otras interleucinas sobre la sintesis de anticuerpos.

La IL-6 ejerce un efecto estimulatorio, casi exclusivo, sobre la produccién de
anticuerpos o inmunoglobulinas [Igs]. Esto ha sido observado en los linfocitos B
humanos que han sido estimulados con la cepa Cowan I de Staphylococcus aureus [SAC]
y en los linfocitos B inmortalizados después de su infeccién con el EBV. En estas
ultimas células se ha observado que, al afiadir la IL-6, se incrementan la sintesis de DNA
y la inmortalizacién de la lfnea celular. Pero en ninguna de estas dos clases de linfocitos
B la IL-6 puede promover su proliferacidn $04, 305,307, ] a actividad estimulante de la
IL-6 sobre la produccién de inmunoglobulinas también ha sido observada en los cultivos
de linfocitos obtenidos de las Placas de Peyer de ratones, en donde las células B mIgA(+)
incrementan especfficamente su produccién de IgA después de afiadir IL-6 al medio de
cultivo @2,

El efecto estimulante de esta interleucina sobre la sintesis de los anticuerpos puede
ser amplificado por la accidn sinérgica que existe entre Ia IL-6 y Ia IL-1, como ya ha sido
observado en los linfocitos B del bazo de ratones, después de su estimulacién con sulfato
de dextrdn. Con ambas interleucinas se logra que la sintesis de IgM se incremente
unas 50 veces, acompaiiada de una pequeiia estimulacién de la proliferacién de dichos
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linfocitos. Este sinergismo también se presenta en células B humanas, estimuladas con
IL-2 y dexametasona 2. 58, 333), La concentracién de IL-6 que se requiere para llevar a
cabo esta actividad estimulante de la produccién de inmunoglobulinas es
aproximadamente 2,000 veces mayor de la que necesitan los hibridomas y los
plasmocitomas para su crecimiento 3%, Otros experimentos realizados in vivo han
confirmado que IL-6 es uno de los factores fundamentales para la produccién de
anticuerpos por los linfocitos B.  Se ha sugerido que la IL-6 es necesaria para la
respuesta inmunitaria humoral de los ratones ya que, in vivo, esta interleucina promueve
un aumento secundario en la respuesta de anticuerpos anti-eritrocitos de carnero @99,

Sin embargo, en 1990, Splawski y su grupo de investigadores @78 encontraron que,
por sf sola, la IL-6 no mantiene la formacién de células secretoras de inmunoglobulinas
{ISC] ni puede inducir la secrecién de anticuerpos en células B no estimuladas o
estimuladas con Staphylococcus aureus [SA], tal y como lo habfa informado en 1988 el
grupo de Muraguchi 199,  Los estudios de Splawski ez al @7 se realizaron sobre células
B humanas de sangre periférica.  Los resultados obtenidos han servido para que los
autores mencionados propongan que, en el caso de los linfocitos B, la IL-2 es la principal
citocina relacionada con la formacién de células productoras.de anticuerpos [ISC] y con
la secrecién de los mismos. Los mismos autores también afirman que IL-2 se requiere
para que las células B sean sensibles a la IL-6.  Ellos sostienen que la IL-6 mds bien
ejerce un efecto coestimulatorio, junto con la IL-2, durante la secrecién de todos los
isotipos de inmunoglobulinas, cuando los linfocitos B son estimulados con’SA e IL-2, ya
que ambas interleucinas son necesarias para esta subpoblacién de linfocitos. Asimismo,
ellos demuestran que la preactivacién de dichas células, con SA e IL-2, incrementa
exclusivamente la produccion de inmunoglobulinas, sin modificar la tasa de proliferacién
de los linfocitos B. De modo que, de acuerdo a esos resultados, la IL-6 parece
incrementar la formacién de células plasmdticas solamente cuando estd apoyada por la IL-
2. Por otra parte, estos autores sostienen que IL-6 sélo ejerce un efecto notable sobre la
produccién de ISC cuando se adiciona al cultivo dentro de las primeras 24 horas.

Los resultados anteriores son muy interesantes, pero no definitivos. Asf por
ejemplo, otros autores 123 han comprobado que la IL-6, por sf sola, puede aumentar la
induccién de la diferenciacién de los linfocitos B que han sido estimulados con el
mitégeno PWM. Es posible que este resultado sea dependiente de las células TH,, las
cuales producen IL-2 cuando son estimuladas por IL-6.  Sin embargo, los resultados de
otras investigaciones 8 revelan que los linfocitos B que han sido transformados por el
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EBV no requieren de la IL-2 para incrementar su secrecién de inmunoglobulinas cuando
se les adiciona IL-6 . Otras discrepancias entre los resultados de Splawsky er al 278 y
los que habfan sido obtenidos previamente por otros autores son las pruebas en favor de
que la IL-4 y Ia IL-6 no mantienen la diferenciaci6n de los linfocitos B a ISC. Ellos @78
tampoco reconocen el efecto sinérgico, entre la IL-1 y la IL-6, para el mantenimiento de
la formacién de ISC.  Ademds, encuentran que ambas interleucinas sélo producen una
minima secrecion de Ig, en células B estimuladas con SA. No obstante, sf observan un
pequefio incremento de ambos efectos, cuando combinan la actividad de las dos citocinas,
en células previamente estimuladas con IL-2 y SA.

En los ultimos aiios se han publicado varios resultados en favor de que existen otras
citocinas que participan en la amplificacidn de la produccién de Ig por linfocitos B que
han sido estimulados inicialmente con la IL-2. Entre las mds importantes se pueden
mencionar la IL-4, el IFNy, laIL-1 y el TNFa.

Actualmente se acepta que la IL-6 ejerce un efecto tardio en la secrecién de
inmunoglobulinas; aunque se puede considerar que, asociada a la IL-2, también tiene un
efecto temprano sobre la formacién de ISC. Emilie e¢ al “8 han encontrado que el
efecto temprano de la IL-6 sobre la diferenciacién de las células B humanas es
dependiente no sélo de la IL-2, sino también de Ia IL-1, aunque conviene tener presente
que estos resultados fueron obtenidos después de afiadir dexametasona al medio de
cultivo. De todos modos, es evidente que IL-6 actiia sobre la produccién ‘de anticuerpos
asociada a varias otras citocinas, las cuales complementan entre sf{ sus diferentes
actividades. Los estudios realizados sobre las actividades biolGgicas de la IL-6 que se
relacionan con la produccién de anticuerpos han permitido aclarar que, desde la
activacidn de los linfocitos B hasta Ia sfntesis y la secrecién de las inmunoglobulinas por
las células plasmdticas, se necesita un conjunto de diversos estfmulos proporcionados por
diferentes interleucinas.  Por si sola, la IL-6 no incrementa la produccién de células
plasmdticas en linfocitos B si éstos no han sido previamente estimulados con SA, sienel
medio no existen linfocitos T o si éstas han sido tratadas con mitomicina. Por o tanto,
como IL-6 también actiia estimulando los linfocitos TH;, se puede decir que la
interleucina mencionada coparticipa en la capacitacién de las células T, activadas por
mitégenos o por antfgenos, para que ellas proporcionen una sefial o estimulacién
accesoria [ver articulos de Ceuppens ©®, Houssiau 119 y Tosato 3% que va a permitir
incrementar la produccién de inmunoglobulinas por los linfocitos B. De este modo, la
IL-6 también actia indirectamente en la respuesta de las células B, al estimular la
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produccién de IL-2 por los linfocitos THj que se encuentran en el mismo medio de
cultivo.

Aparte de las asociaciones sefialadas en el pdrrafo anterior, existen todavia varias
mds que han sido descritas por otros autores. Por ejemplo, los estudios de Pockley y
Montgomery @23, en 1991, han revelado que cuando a un grupo de ratas se les
administra, al mismo tiempo y por via tépica-ocular, una combinacién de antigeno
(neumococos dinitrofenilados o DNP-Pn) mds dosis bajas de IL-5 e IL-6, se incrementa
casi tres veces la respuesta secundaria, lagrimal, de anticuerpos IgA anti DNP-Pn. Cabe
sefialar que esta interaccién entre IL-5 e IL-6 ya habfa sido observada desde 1987,
cuando otros investigadores @2} habfan informado resultados similares, obtenidos in vitro,
utilizando tanto células aisladas de la mucosa como otras de origen no mucoso. Estos
resultados ©@23 sugieren que la IL-6 y la IL-5 pueden utilizarse para incrementar la
respuesta lagrimal de anticuerpos sIgA dirigidos contra un antigeho particulado y que,
posiblemente, en estos eventos también participan otras células inmunococompetentes de
la conjuntiva, Existen publicados varios estudios sobre la actividad que tiene la IL-6 en
la respuesta de anticuerpos de secrecién.  La produccién local de sIgA se puede
mantener, en ausencia de las citocinas, mediante la aplicacién de sucesivas dosis del
antigeno. En estos casos se observa una menor produccién de anticuerpos IgG y casi
nada de IgM.

Las diversas interacciones celulares que favorecen la estimulacién de la sintesis de
anticuerpos por la IL-6, han sido estudiadas por Croft y Swain “3), en 1991. Estos
autores han confirmado la participacién de la IL-6 como estimulante de los linfocitos B
para la induccién de la sfntesis de anticuerpos.  Sin embargo, sus estudios realizados in
vitro también revelan que los linfocitos T efectores (TH3) son los mejores promotores de
esta actividad.  Ellos sostienen que para incrementar la sintesis de anticuerpos no
solamente es necesaria la presencia de IL-6 sino que, ademds, se requiere de la
participacion de otras citocinas, como IL-4 e IL-2 y también de las interacciones celulares
entre los linfocitos T y B. De acuerdo a los resultados de sus estudios, la induccién de la
sintesis de anticuerpos en los linfocitos B depende, ademds, del estado de activacién en
que se encuentran dichas células. Asf por ejemplo, para diferenciarse y secretar IgM,
IgG3, IgG) e IgGaq, los linfocitos B en reposo, pequeiios y densos, requieren del
contacto directo con las células T y de la presencia de las interleucinas 2, 4 y 6. En
cambio, las células B grandes y de menor densidad (tal vez preactivadas in vive) sélo
necesitan de la IL-6 para secretar todos los isotipos de Ig.
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El grupo de Fujihashi y colaboradores 7% ha publicado otro hallazgo importante
sobre la accién de la IL-6 en los linfocitos B del apéndice humano. ~ Estos autores
sefialan que, in vitro y en presencia de rhlL-6, estos linfocitos producen selectivamente
IgA1 e IgAs y que, ademds, la adicién de la interleucina incrementa el mimero de células
productoras de éstos isotipos de Ig. Ellos también observaron que esos mismos eventos
no se presentan en los linfocitos B provenientes de las amfgdalas y de la sangre
periférica. Sin embargo, al estimularlos con PWM, los primeros secretan
preferentemente IgAs y los segundos producen los dos isotipos. Los mismos autores (70)
informan que hay un mayor nimero de células B productoras de IgAj en el apéndice que
en las amfgdalas o en la sangre periférica.

En 1992, Tanner y Tosato @99 publicaron nuevos resultados que han conducido a un
conocimiento mds amplio de lo que es la actividad de la IL-6 sobre los linfocitos B
productores de anticuerpos.  En esta ocasién ellos informaron que dicha interleucina es
capaz de promover el crecimiento y la secrecién de inmunoglobulinas, in vitro, en la
mayorfa de las células B linfoblastoides transformadas por el EBV con las que ellos
trabajaron (CESS, AMV, 322, RY, TBy TO). La produccién de Ig es inespecifica y se
presenta cuando la IL-6 estimula la transcripcién de los genes para las inmunoglobulinas.
En una forma paralela, los mismos autores @99 observaron que la misma citocina induce
la expresién de los genes c-myc y actina, la cual es dependiente del ciclo celular, en las
células mencionadas. Asimismo, encontraron que la adicién de IL-6 provocaba notables
incrementos de DNA y RNA, de la sfntesis de protefnas y del nimero de°*células en los
cultivos. Estos aumentos llegaron a ser hasta 87, 22, 18 y 6 veces, respectivamente, a
las 3 dfas de iniciada la incubacién. Los autores de este estudio creen que la funcién de
la IL-6 en el crecimiento de las células B consiste en permitir que entren en el ciclo
celular, actuando durante la transicién de la fase Gy a la fase Gj.

6. 3. Activacién de células T.

Diversos experimentos realizados in vitro han demostrado que la IL-6 es un factor
complementario que interviene en el control de Ia proliferacién de los linfocitos T
estimulados por lectinas. Esta interleucina también promueve el crecimiento de los
linfocitos T periféricos @4 y de los timocitos estimulados con PHA 56, 82, 108, 164),
Ademds, la glucoprotefna IL-6 induce la produccién de IL-2 y de sus receptores, en los
timocitos y en células T estimuladas con mitégeno @6 93),
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La IL-6 influye en la diferenciacién de los precursores tfmicos hacia células T.
Tanto en el timo como en los ganglios linfiticos periféricos, la IL-6 reemplaza la accién
de las células accesorias. Su actividad como un factor accesorio, que es necesario para
la activacién y la proliferacion de los linfocitos T, ha sido comprobada mediante
experimentos en los cuales los anticuerpos mono y policlonales anti-IL-6 anulan la
actividad coestimulatoria de los macréfagos o del medio condicionado, derivado de
células T, durante la activacién de los timocitos 68),

En los linfocitos T humanos, provenientes de las amfgdalas y estimulados con PHA,
se ha observado que requieren tanto de la IL-6 como de la IL-1 para su proliferacién, lo
cual también se ha visto en células T murinas ©2 109, Para obtener estos resultados, se
necesitan cantidades pequeiias de IL-1. Ademds, el efecto de esta Gltima interleucina
sélo ha sido observado en cultivos con muy bajas densidades de células o en cultivos
cuidadosamente carentes de células accesorias (114, 181 Este sinergismo entre la IL-1 y Ia
IL-6 puede entenderse porque la IL-1 contribuye preferentemente a la produccién de IL-
2, mientras que la IL-6 incrementa preponderantemente la sensibilidad hacia la IL-2 06
116, 144),

En subpoblaciones de linfocitos T humanos obtenidos de las amigdalas, se ha
comprobado que existe una relacién estricta entre la proliferacién celular y la capacidad
de produccién de la IL-2, después de haberse estimulado estas células cori PHA, IL-1 e
IL-6. La IL-6 también estimula la proliferacién de los timocitos maduros CD4(+)/CD8®
y CD4t/CD8(+) en combinacién con la IL-2 y el IFNy 813,  Varios experimentos
adicionales 34 han revelado que la IL-6 también induce un incremento importante del
tamafio celular y de la sintesis de proteinas en los linfocitos T .  Bajo su efecto, estas
células pasan de la fase G, a la fase G, temprana, en la que son mds sensibles a la IL-2.
La, continuacién del ciclo celular estd controlada por la IL-1, que es necesaria para
inducir la produccién de 1a IL-2. La siguiente Figura muestra la accién delaIL-6 en la
activacidn de las células T.
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Figura 16. Mecanismos propuestos para explicar los efectos de IL-6 en la activacién de los linfocitos T
y otras células.

La IL-6 también induce la expresién del receptor de la IL-2 [IL-2R] en una forma
que resulta, directamente dependiente de la presencia de la tltima citocina, ya sea en
células murinas o humanas. Se ha visto que, en cultivos de linfocitos T que han sido
tratados con IL-6, los anticuerpos anti-IL-2 o anti-IL-2R [anti-Tac] reducen parcialmente
las tasas de crecimiento de las células cultivadas, lo cual demuestra la importancia de la
primera interleucina en el desarrollo de los linfocitos derivados del timo. Por otra parte,
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en estos cultivos, la IL-6 estimula l1a proliferacién de los timocitos y la IL-1 induce la
produccién de IL-6 e incrementa la sensibilidad de esas células hacia la IL-6 exégena 6.

Otros estudios @9V han demostrado que, a diferencia de las células B, los linfocitos T
que se encuentran en reposo si expresan receptores para la IL-6.  Los resultados
anteriores parecen indicar que el efecto estimulante de 1a IL-6 en la proliferacién de los
linfocitos T, se presenta solamente en los estadfos iniciales de la activacién de estas
células. Esto ha sido confirmado mediante experimentos en los cuales se ha observado
que la actividad de la IL-6 sdlo puede ser bloqueada si los anticuerpos anti IL-6 son
suministrados al principio del cultivo. A mds largo plazo, la mayoria de las lfneas
celulares no proliferan con esta interleucina y la expresién del IL-6R disminuye durante
1a activacién de las células T ¢8,291),

Para Van Snick y Uyttenhove ©27) la IL-6 participa en diferentes etapas de la
activacién de las células T. En una de ellas, observada al comienzo de la activacion de
linfocitos T humanos y murinos, la IL-6 actia en una forma independiente de la IL-2.
En el otro caso, observado especialmente en los linfocitos T de ratén, la actividad de la
IL-6 resulta completamente dependiente de la presencia de IL-2 @35, Recientemente,
Lorré y colaboradores (162} han propuesto que la IL-6 colabora con la IL-1, via CDZ2,
durante la activacién de las células T y de los timocitos humanos y de ratén.  Ellos han
observado que, al aumentar la expresién del receptor para la IL-2, tanto en linfocitos T
CD4(+)/CD8®, como CD8+Y/CD40, la IL-6 ayuda a incrementar la sensibilidad de estas
células hacia pequefias cantidades de IL-2. De acuerdo a los resultados de sus
experimentos, Lorré et al 162 informaron que la I1.-6 también participa en la induccién
de la proliferacién transitoria y limitada de las células mencionadas cuando son
estimuladas con mitégenos. Este efecto serfa independiente de la presencia de IL-2 o de
IL-4. De este modo, la IL-6 proveniente de monocitos también puede actuar como un
mensajero necesario para la activacién de los linfocitos T que han sido estimulados con
mitégenos .

6. 4. Estimulacién de los linfocitos T citotéxicos.
Junto con la IL-2, la IL-6 también puede inducir la proliferacién y la diferenciacién

de los linfocitos T citotéxicos [Tc}, tanto en poblaciones celulares obtenidas del timo
como del bazo, humanas o murinas. Probablemente, esta actividad se debe a que la IL-6
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induce la activacién de las serina esterasas, que son enzimas necesarias para que se
manifieste la funcién citotdxica de los linfocitos T @14, 293),  Algunos autores han
sefialado que la IL-6 ejerce su efecto estimulante porque facilita la actividad de otras
interleucinas.  Asf por ejemplo, se ha propuesto que la adicién de IL-6 al medio de
cultivo es suficiente para que los linfocitos Tc CD8(*) murinos se vuelvan sensibles a la
IL-2. Sin embargo, los resultados de otros estudios parecen indicar que este efecto es
mds complejo aln, ya que sélo es evidente cuando al cultivo se adiciona, ademds, la IL-
1. Asimismo, se ha observado que en el proceso de la diferenciacién de los linfocitos
Te, el efecto estimulatorio de 1a IL-6 se incrementa si a los cultivos de estas células se les
adicionan IL-2 e IFNy, un estfmulo antigénico e IL-2, o IL-1 solamente (214,293),

Desde 1978 se conocfa que la induccidn in vitre de la proliferacién de los linfocitos
T citot6xicos comienza con la activacion inicial de sus células precursoras. Cuando éstas
se encuentra en reposo, la activacién ocurre por su interaccién con antigenos o
mitégenos, mds la IL-1.  Asimismo, también fue demostrado que la presencia en el
medio de algunas células como los macréfagos, permite controlar la proliferacién de las
células T citotéxicas. Por otra parte, los resultados de numerosos estudios han
demostrado que para la induccién de la proliferacién de las células T también se requiere
de la transmisién de una serie de sefiales transmembranales, las cuales son comunicadas a
través de los receptores para linfocinas.  Generalmente, la primera sefial es la que
proporciona el antfgeno especifico al unirse con el receptor de la célula T. Como un
resuitado de esa unién ocurre Ja proliferacién y/o la diferenciacién de los precursores de
los linfocitos T citotdxicos. Por las razones anteriores, se acepta que para la
estimulacién de la proliferacién de los linfocitos Tc se requiere la participacién de varios
factores inmunomoduladores esenciales, uno de los cuales es 1a IL-2.  Sin embargo,
conviene tener presente que la IL-6 también puede actuar como una segunda sefial para la
produccién de la IL-2 por las células THy (64, Mediante experimentos realizados in
vitro ®%3 se ha comprobado que las linfocinas requeridas para la proliferacién de los
linfocitos Tc son producidas por los linfocitos T cooperadores [L3T4+] después de su
exposicién a diversos antfgenos extrafios o mitégenos. No obstante, los mismos trabajos
sefialan que también es necesaria la IL-1 producida por los macréfagos. Cabe sefialar
que las linfocinas necesarias para la induccién de los linfocitos Tc del timo son distintas a
las que requieren las células T del bazo, ya que los primeros se encuentran mds
inmaduros que los segundos 292),
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Ademds, se ha observado que, in vitro, la IL-6 es capaz de restablecer las respuestas
proliferativas en los cultivos de células T que carecen de células accesorias.
Adicionalmente, la IL-6 incrementa las respuestas primarias, alogénicas, de los linfocitos
Tc que participan en las reacciones liticas de los cultivos mixtos de linfocitos, cuando
éstas contienen cantidades subdptimas de células accesorias. La adicién de IL-6 también
aumenta la respuesta de los linfocitos Tc en los cultivos de sus precursores timicos y
periféricos, siempre y cuando las células se encuentren en presencia de la IL-2. En estos
experimentos, la actividad de la IL-6 se encuentra centralizada exclusivamente en la
promocién de la diferenciacién de los linfocitos Tc, sin que Ia interleucina promueva la
proliferacién de los precursores tfmicos. En estas condiciones, IL-6 es activa durante las
etapas tardfas del cultivo. Por otra parte, la IL-2 es activa durante las etapas tempranas
del cultivo y su produccién no estd inducida por la IL-6 214,293

El grupo de investigadores de Okada @ ha sugerido que el efecto de la IL-6 sobre
la proliferacién de las células T estimuladas se lleva a cabo a través de las moléculas
CD2, mientras que el efecto de IL-6 sobre la diferenciacién de las mismas células
depende de las moléculas CD3.

Otros estudios se han enfocado a la accién de IL-6 sobre la induccién de los
mecanismos responsables de la citotoxicidad. Desde 1983 se conoce que los linfocitos
Tc pueden lisar a sus células blanco mediante la liberacién al exterior del contenido de
los grdnulos citoplasmdticos que contienen protefnas formadoras de poros (perforinas),
TNFB y otras protefnas con actividad serina esterasa o serina proteasa 293, En 1986, el
equipo de Takai et al @93 demostré que la induccién de la actividad citotéxica de los
linfocitos Tc in vitro, a partir de timocitos, necesita 1a presencia de la IL-2, del IFNy y
de un factor de diferenciacién citot6xico {CDF]. Este tltimo factor ha resultado ser
idéntico al IFNB2/BSF-2/IL-6. Por otra parte, este mismo grupo de investigadores @92)
también encontré que la serina esterasa (un marcador para los granulos de los linfocitos
Tc) sélo se induce en presencia de IL-6 y que el nivel del marcador est4 relacionado con
el grado de citotoxicidad que presentan los linfocitos T citotéxicos Ly-2(+) de ratén.

Por su parte, Lotz er a/ 169 han informado que la IL-6 actia como un factor
estimulante del crecimiento celular en los cultivos de linfocitos T de sangre periférica y
de timocitos, previamente estimulados con PHA. Ademds, Le er af (148 en 1988,
también han observado que la IL-6, sola o en combinacién con la IL-1 o con el TNFa,
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incrementa la proliferacién de los timocitos murinos que habfan sido estimulados con
PHA.

Los estudios del grupo de Renauld ef al @34, en 1989, confirmaron que, in vitro, la
IL-6 no es la tnica citocina responsable del restablecimiento de la actividad citolitica en
los cultivos mixtos de linfocitos que contienen pocas células accesorias, sino que,
ademds, se requiere la participacién de otras interleucinas, entre las cuales la IL-1 es la
mds importante. Ambas interleucinas, IL-1 e IL-6, actian de una manera sinérgica en la
induccién de la proliferacidn de los linfocitos Tc. Los experimentos realizados por estos
autores demostraron que la IL-2 y la IL-4 son sefiales secundarias para este proceso. La
actividad estimulante de la IL-6 solamente se presenta en las etapas tempranas del cultivo,
es decir en el curso de las primeras 48 horas, mientras que la actividad de la IL-1 se
observa en las etapas finales del cultivo. Este mismo equipo de investigadores @39
también encontrd que la IL-6 es capaz de inducir una mayor sensibilidad de los linfocitos
hacia la IL-2 y que, ademds, se necesita la adicién de IL-6 y de IL-1 para la produccién
de IL-2 en el cultivo mixto de linfocitos.

6. 5. Estimulacién de la respuesta de fase aguda.

Una de Ias actividades bioldgicas mds importantes de la IL-6 es su participacién, in
vivo, en diversos procesos inflamatorios, causados por infecciones, lesiones tisulares por
agentes fisicos o quimicos, tumores malignos y varias entidades patolégicas mds. Todos
estas lesiones o traumatismos tisulares generan en el organismo una serie coordinada de
cambios fisioldgicos, inmediatos y transitorios, que han sido denominados respuesta de
fase aguda. El conjunto de estos eventos tiene como finalidad principal la conservacién
de la integridad de los tejidos, limitando el 4rea dailada al lugar donde se localiza la
lesibn.  De este modo, la respuesta de fase aguda ayuda a mantener la homeostasis

corporal.

6. 5. 1. La respuesta de fase aguda.

Uno de los primeros y mds antiguos indicios de la respuesta de fase aguda es el
conocimiento de que diversas enfermedades, particularmente las infecciones, provocan
alteraciones en la composicién de la sangre. Desde hace unos 2,500 afios, Hipdcrates
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observé que las enfermedades causaban cambios en el aspecto de algunos liquidos
biolégicos y propuso que esto eran el resultado de una mezcla inadecuada de cuatro
humores que €l identificé como la sangre, la pituita o flema, la bilis amarilla y la bilis
negra. Fue a partir de 1921 cuando se comenz6 a estudiar cientificamente la respuesta
de fase aguda, al investigarse la razén del incremento de la velocidad de sedimentacién
de los eritrocitos. Esta es una de las principales alteraciones séricas, observables en el
laboratorio, que denotan la presencia de daiio tisular. Hoy se sabe que dicho aumento se
debe a cambios en la concentracién de algunas protefnas plasmdticas que modifican sus
tasas de sfntesis durante las infecciones.

Las principales protefnas que incrementan su concentracién en Ia sangre y los tejidos
durante la respuesta de fase aguda son la protefna C reactiva [PCR], el fibrindgeno,
algunos factores de la coagulacién, varios componentes del sistema complemento, varias
antiproteinasas, la proteina amiloidea A del suero [SAA], la haptoglobina, la hemopexina
y otras protefnas mds. En cambio, en estos mismos casos disminuye la produccién de
albimina, transcortina y transtiretina 379,

En las inflamaciones agudas o crénicas, la primera etapa de la respuesta de fase
aguda la constituye la fase local. En un area limitada del organismo, los
microorganismos invasores liberan sus antigenos y éstos reaccionan con los anticuerpos
formando complejos inmunes. . Las dos clases de moléculas pueden iniciar, localmente,
una gran variedad de reacciones qufmicas en la membrana de distintas células,
provocando la liberacion de numerosos factores humorales que van a desarrollar sus
actividades biolégicas alrededor del sitio de la lesi6én.  Entre las principales reacciones
que se activan localmente se pueden mencionar la activacién de los factores de Ia
coagulacién, un incremento en el metabolismo de los fosfolfpidos, la generacién de
cininas y la formacién de gradientes de substancias vasodilatadoras y quimioticticas. Si
no se logra detener esta primera etapa localizada, el proceso infeccioso se continia con
una respuesta generalizada o sistémica, que se caracteriza por fiebre, leucocitosis,
aumento de la permeabilidad vascular, alteraciones en la concentracién de los metales y
los esteroides plasméticos y, finalmente, un incremento en la sfntesis de las protefnas de
fase aguda [APP] que se producen en el hfgado. Otros cambios que también se
presentan son el incremento en la sfntesis de cortisol, glucagén, catecolaminas y
hormonas tiroideas. El conjunto de todos los procesos anteriores provoca una elevacién
del catabolismo de las protefnas y un aumento de la gluconeogénesis, con un balance
negativo de nitrégeno.
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La respuesta de fase aguda se activa cuando las reacciones que se llevan a cabo
localmente provocan la liberacién de varios productos del metabolismo de los fosfolipidos
y, ademds, la activacién de diversas citocinas. Todas estas sustancias primero se
acumulan alrededor de los tejidos dafiados y posteriormente son transportadas hacia la
sangre circulante. Los monocitos y los macréfagos [M¢] activados, que proceden de la
sangre periférica, son las células que probablemente inician todos los procesos descritos
anteriormente, después que entran en contacto con sustancias u organismos extraiios.

Las primeras sefiales de alarma se transmiten a través de las citocinas IL-1 y TNFa,
las cuales activan diferentes moléculas que se encuentran en la superficie de la membrana
de las células endoteliales y los fibroblastos, provocando la liberacién de otras citocinas,
en una respuesta en cascada.

A continuacidn, otros segundos mediadores de accién mds lenta ejercen sus diversos
efectos a un nivel sistémico. Estas reacciones causan dolor (mediado por las cininas) y
fiebre que depende de la accion sobre el hipotdlamo de una serie de sustancias liberadas
por los macréfagos, como la IL-1, la IL-6 y los péptidos inflamatorios MIP-1 y MIP-2.
Asimismo, l1a IL-1 y la IL-6 inducen la liberacién de ACTH y cortisol, al activar el eje
hipotaldmico-hipofisario-adrenal. = Ademds, las células de la médula Gsea maduran
rédpidamente y se movilizan hacia la sangre circulante por efecto de los diferentes factores
estimulantes de la formacién de colonias (G, GM e IL-3) liberados por los tejidos
inflamados. En esta etapa también se inician algunas reacciones para la reparacion del
dafio tisular (50,

Por otro lado, el higado comienza a responder ante la presencia de IL-1, IL-6 y
TNFa aumentando la sintesis de las proteinas de fase aguda, lo cual se acompafia de un
incremento en la captacién de aminodcidos y en la regulacién de la gluconeogénesis.
De manera simultdnea, las dos primeras citocinas también provocan un incremento en la
respuesta del sistema inmunitario (0,36, 141, 194, 235, 279)_

Como parecen indicarlo los resultados de varios experimentos realizados in vitro, en
los hepatocitos la IL-1 y el TNFo activan directamente algunos genes que codifican las
proteinas de fase aguda, mientras que otros genes se activan, indirectamente, a través de
la IL-6. Es decir, la IL-1, la IL-6 y el TNFa actiian sobre los genes de las APP de una
manera sinérgica, en tanto que en otros genes lo hacen en forma aditiva o inhibitoria
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279, Curiosamente, los LPS no inducen la sintesis de APP en los cultivos de hepatocitos
pero, sf lo pueden hacer in vive cuando son inyectados en ratas B9,  Sin embargo, el
grado de induccién de cada proteina de fase aguda, in vitre, depende de la especie animal
y del tipo celular empleado 23%),

6. 5.2. Participacién de IL-6.

La historia de la participacién de la IL-6 en la respuesta de fase aguda comienza en
1983, cuando Ritchie y Fuller @39 descubren que los M¢ activados producen una
sustancia que puede promover la sintesis de fibrinégeno en los cultivos primarios de los
hepatocitos de rata.  Ellos mismos informan después que dicha sustancia, denominada
factor estimulante de hepatocitos [HSF], es diferente a la IL-1, la cual habfa sido
identificada como 1a primera molécula producida por los M que estaba implicada en la
respuesta de fase aguda. Al afio siguiente, Baumann et al #” mostraron que el HSF
controla Ia sfntesis de otras proteinas de fase aguda en las células de un hepatoma humano
y en los hepatocitos murinos; asimismo informaron que ese mismo factor también lo
producen los queratinocitos. Para 1985 y 1986, ya se tenfa conocimiento de que varias
citocinas, como la IL-1 y el TNFo, posefan una actividad estimulatoria sobre los
hepatocitos que, por lo general, respondfan con un incremento en la sintesis de algunas de
las principales protefnas de fase aguda ©% 79,

Un afio mds tarde, en 1987, se conocié que la capacidad del HSF para inducir la
produccién de las principales proteinas de fase aguda se encontraba compartida por varias
citocinas, entre las cuales se encontraban el IFNB2, el BSF-2 y la IL-6 @50, Todas ellas
actuaban de una manera similar al factor estimulante de los hepatocitos [HSF], porque
inducfan la produccién de las principales proteinas de fase aguda 259,  Finalmente se
demostré que todas éstas citocinas, que habfan sido caracterizadas por diferentes autores
y que habfan recibido distintas denominaciones, compartfan las mismas caracterfsticas
fisicas y quimicas del HSF derivado de monocitos (7% 227,

En 1988, Ramadori y su equipo de investigadores 2% informaron que, en los
cultivos de células de un hepatoma humano [PLC/PRF5], la IL-1B, el TNFa y la IL-6
disminuyen la sfntesis de alblimina y la formacién del RNAm para esta proteina y que,
ademds, esa actividad inhibitoria de 1las citocinas mencionadas se reduce
considerablemente al adicionar al cultivo anticuerpos anti-IL-6 o anti-IL-1B.  Por otra
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parte, estas citocinas también incrementan la sintesis del tercer componente del sistema
complemento [C3] y de la ceruloplasmina, asf como la de sus correspondientes RNAm,
lo cual indica que ellas actian a un nivel pre-traduccional.

En los ratones C3H/HeJ (una cepa de animales resistentes a la toxicidad de los LPS),
la IL-1B, la IL-6 y el TNFa incrementan la produccién del RNAm para la proteina
amiloidea A de suero [SAA] y la sintesis del factor B del complemento.  Las dos
actividades son una funcidn de la dosis de la citocina administrada. Ramadori et al 229
también sefialaron que la IL-6 es el tercer mediador de la respuesta de fase aguda y el
mds potente, hasta este momento, entre todos los que actdan directamente sobre los
hepatocitos.  En ese mismo afio, Moshage et al %9 demostraron que la induccién de la
sfntesis de la SAA y de la protefna C reactiva [CRP], promovidas por la IL-1, se
encuentra mediada, en parte, por la IL-6.  Aunque en los cultivos de hepatocitos
humanos se observa que ambas citocinas actian en una forma aditiva, la dltima de ellas
es la interleucina mds potente de todos los inductores de las protefnas referidas.
Asimismo, utilizando la linea celular de hepatoma humano HepG2, ellos (%9
comprobaron que, in vitro, la IL-6 puede inducir la sintesis de varias otras proteinas de
fase aguda como el fibrindgeno, la ol-antiquimotripsina, la al-glucoprotefna 4cida y la
haptoglobina.

Varios experimentos mds, realizados in vive, han permitido demostrar que la
interleucina 6 induce reacciones tipicas de fase aguda que son similares a las que pueden
ser provocadas por la inyeccién experimental de turpentina.  La expresion de los RNAm
para las protefnas de fase aguda es mds rdpida, en presencia de IL-6, que con esa liltima
sustancia 9,  Baumann er a/ 9 informaron que la IL-6 y el HSF-III favorecen la
sintesis del mismo tipo de proteinas de fase aguda : la al-glucoproteina 4cida, la ol-
antiquimotripsina, la oal-antitripsina, la ceruloplasmina, el C3, el fibrinégeno, la
haptoglobina y la a-fetoproteina; aunque la IL-6 resulté mds eficiente que el factor
estimulante de los hepatocitos. Otras moléculas que comparten la capacidad
estimulatoria de la IL-6 para inducir la sintesis de las protefnas de fase aguda referidas,
son el factor inhibidor de las células leucémicas (LIF] y la IL-11 18),

En 1989, Marinkovic e al (169 indicaron que, en los cultivos de las células H-35, la
IL-6 y la dexametasona estimulan de una manera sinérgica la sintesis de o2-
macroglobulina, al-glucoprotefna dcida y C3, al mismo tiempo que disminuyen la
formacién del RNAm de la albimina. Adicionalmente, ellos encontraron que, en
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presencia de IL-1, las tres primeras protefnas hepdticas disminuyen su concentracién
mdxima.

Los resultados anteriores permitieron separar en dos grupos las protefnas de fase
aguda cuya sfntesis era estimulada por la IL-6. Por sf sola o en combinacién con
glucocorticoides como la dexametasona, la IL-6 estimula la expresién de las protefnas de
fase aguda del tipo 2 : fibrinégeno, tiostatina, o.l-antiquimotripsina, cl-antitripsina y la
a2-macroglobulina. En cambio, junto con la IL-1, la IL-6 incrementa la expresién de
las proteinas de fase aguda del tipo 1 : ol-glucoproteina 4cida, el tercer componente del
sistema complemento C3, la haptoglobina, la hemopexina y la protefna amiloidea A del
suero [SAA] 6,220),

La activacién de los genes que codifican para estas protefnas se produce por la accién
de la IL-6 a un nivel transcripcional. Algunas investigaciones han revelado que, a este
nivel, la IL-6 ejerce un control parcial sobre la sintesis de las protefnas de fase aguda
[APP]. En los promotores de los genes de la haptoglobina [HPT], hemopexina [HPX]
y la protefna C reactiva [CRP] humanas existen secuencias de nucleétidos que codifican
para la sfntesis de una protefna, inducida por la IL-6, que es similar la C/EBP o protefna
que se liga al segmento CCAAT en el promotor del gene de la IL-6.  EIl gene de la o2-

macroglobulina [«2M] de rata, también presenta este tipo de secuencias sensibles a la
IL-6 (145, 192, 216, 228)_

Cabe mencionar que, in vitro, para que se presente la induccién mdxima de algunas
de las APP se necesita la presencia simultdnea de la IL-6 y de la dexametasona en el
medio de cultivo. La ultima molécula induce la expresién de los IL-6R en algunas lineas
celulares. En otros casos, se requiere de la participacién simultdnea de IL-1 e IL-6,
aunque existen algunos ejemplos de que, en relacién a la sintesis de la APP, la primera
citocina inhibe el efecto inductor de la segunda (73, 286),

La Tabla siguiente muestra una lista de las proteinas de fase aguda cuya sintesis es
inducida por la IL-6, la IL-1 y el TNF. En ella también aparecen las proteinas inducidas
por la IL-6 pero, cuya sintesis es inhibida por la IL-1. La clase de APP que puede ser
inducida, in vitro, por cada una de estas citocinas, varfa segiin la especie y los cultivos de
células hapdticas que se empleen @3, Como se puede observar en la Tabla XI, la IL-6 es
el mayor inductor de APP.
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TABLA XI1. PROTEINAS DE FASE AGUDA PRODUCIDAS EN LOS
HEPATOCITOS, POR ESTIMULACION CON IL-6, IL-1y TNFa.

INDUCCION POR IL-6
fibrindégeno [FBG]
o2-macroglobulina {a2M}
al-inhibidor de proteasas {a1Ph}
al-antiquimotripsina [«x1ACH]
ol-antitripsina [«¢1AT]
inhibidor de la cistefna prateasa [CPI]
ceruloplasmina {CER]}
hemopexina [HPX]
inhibidor de C1 esterasa [INHC1-EST]
protefna C reactiva {CRF]

INDUCCION POR IL-6, I1-1 6 TNFa INDUCCION POR 116 + O.-1
ol - glucoprotefna dcida {xlGP) {CRP]
C3 del Complemento [c3y {SAA}
Factor B del Complemento {x1GP]
protefna A amiloide sérica  [SAA] [HPT]
protefna P amiloide sérica  [SAP] fC3}
haptoglobina [HPT]

PROTEINAS INHIBIDAS POR LA 11-1
fibrindgeno [FBG]
inhibidor de cistefna prot [CrI}

Por otra parte, se ha observado que la concentracién de IL-6 se eleva rdpidamente en
los l{quidos bioldgicos después de las infecciones. El aumento de la IL-6 va asociado
con el aumento en la sintesis de las protefnas de fase aguda hepdticas 42, 66, 117, 206 E}
incremento en los niveles de esta citocina también se han observado en algunos procesos
fisiolégicos normales y en otros patoldgicos, como durante la inflamacién producida por
el trauma de una operacién quirtirgica y, ademds, en enfermedades como la cirrosis
alcohélica, o después de un transplante renal 3,207, 308, 324),
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Existe una cantidad abundante de literatura que relaciona los aumentos en la
produccién de IL-6 con las lesiones tisulares causadas por infecciones agudas del sistema
nervioso central, virales o bacterianas, asf como con las septicemias y las quemaduras
graves. En estos iltimos pacientes se ha encontrado que las cantidades de IL-6
producidas se correlacionan con los niveles de PCR en el suero y con la intensidad de Ia
fiebre, lo cual también ha sido considerado sugestivo de que el aumento en la sintesis de
IL-6 es la verdadera causa de la respuesta de fase aguda. De igual forma, parece que
existe una relacién entre los niveles de la IL-6 en el suero y la actividad de algunas
enfermedades que evolucionan con fenémenos inflamatorios graves, como es el caso de la
artritis reumatoide y el shock séptico 17,

Diferentes autores opinan que la produccién de IL-6 contribuye a la defensa del
organismo al inducir fiebre y provocar la liberacién de ACTH. Se ha observado que la
rIL-6 es una molécula con una actividad pirogénica muy elevada, particularmente cuando
se inyecta a los conejos ¥4 169),

Se puede decir que una de las actividades biolégicas mejor estudiadas de la IL-6 es
su capacidad de estimular los hepatocitos e inducir la sintesis de un amplio espectro de
proteinas de fase aguda.  En ratones, la concentracién de la IL-6 en el suero se
comienza a elevar 30 minutos después de que los animales han sido inyectados con LPS,
alcanzando sus niveles mdximos dos horas mds tarde. Cuando la IL-6 se inyecta por via
endovenosa a las ratas, se ha comprobado que desaparece rdpidamente de la circulacién
porque se une a sus correspondientes receptores [IL-6R] en las células del parénquima
hepdtico 3%, Su depuracidn es un evento difdsico, ya que resulta rdpido durante los tres
primeros minutos y después se hace lento, durante los 55 restantes @5), Algunos autores
han propuesto que, una vez liberada a la circulacién, la IL-6 se une a la o2-
macroglobulina formando un complejo 174,

Seglin experimentos realizados por Castell er al 89, en cultivos de hepatocitos
humanos, una vez que la IL-6 se ha unido a su receptor de membrana, origina la
inhibicién de la sintesis de fibronectina [Fn] para la matriz extracelular de las células.
Los resultados de esta observacién coinciden con los bajos niveles de dicha protefna que
se encuentran en el suero de los pacientes, durante una respuesta inflamatoria aguda.
Sin embargo, parece que la sintesis de la Fn puede aumentar o disminuir segin Ia
cantidad de IL-6 que estimula los receptores de los hepatocitos.  Asf por ejemplo, en
1990, Hagiwara y colaboradores ®7) encontraron que, tanto en las ratas como en los
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cultivos de sus hepatocitos, la rhIL-6 mds bien estimula la sintesis de la Fn. De acuerdo
a estos ltimos resultados, la IL-6 es la responsable de dicha induccién y no la IL-1,
como antes se pensaba. Ademds, los mismos autores ®7 también observaron que este
efecto depende de la dosis de rhIL-6 afiadida al medio de cultivo.
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Figura 17. Esquema que reune algunas de las principales actividades de la IL-6 como un conservador
de la homeostasis del organismo, a través de la induccién de la sfntesis de protefnas de fase aguda y de
la estimulacién de la hipéfisis.
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Los trabajos con el fin de aclarar el sinergismo entre IL-1 e IL-6 revelaron que,
después de afiadir IL-1 al medio en donde se cultivan monocitos de sangre periférica
[PBM], éstas células son estimuladas para producir IL-6. Ademds, en los cultivos de
hepatocitos de rata, a los cuales se afiade medio condicionado proveniente de PBM
estimulados con IL-1 o rhIL-6, se observa un incremento en la sintesis del RNAm para la
Fn @7,

Por otra parte, May et al (77 han propuesto, en 1988, que las diferencias en el tipo
de efecto que ejerce la IL-6, in vitro, sobre los hepatocitos de ratas y de humanos,
pueden deberse a que los monocitos humanos, estimulados por la IL-1 o por los LPS, son
capaces de producir miltiples formas de la IL-6 , mientras que, in vivo, el efecto de la
IL-1 sobre la sfntesis de Fn estd mediado por la IL-6. En definitiva, todos estos y varios
otros experimentos mas coinciden en indicar que la IL-1 induce la sintesis de IL-6 y que
ésta iiltima incrementa los niveles circulantes de Fn.  Los resultados obtenidos también
han revelado que, cuando a los cultivos de hepatocitos se afiaden IL-6 y glucocorticoides,
se presenta una disminucién significativa en la sintesis de albiimina 67,

Mis recientemente, en 1991, Yap er al ©%%), han realizado observaciones muy
interesantes acerca del control de la induccién de la respuesta de fase aguda, en cultivos
primarios de hepatocitos humanos. Ellos han encontrado que el TNFa es un inhibidor
de la sintesis y de la secrecién de la CRP y la SAA, después que éstas habfan sido
inducidas por IL-1, IL-6 o ambas, en presencia de la dexametasona. En apoyo a esta
observacion ellos también han observado que si al medio se adicionan anticuerpos anti
TNFa, se incrementa la sintesis de CRP y SAA. Ademds, sus experimentos revelan que
el TNFa estimula la sfntesis de SAA a largo plazo (2-3 dfas) ¢ inhibe la sintesis de PCR.
Los resultados de los experimentos anteriores ponen de manifiesto que la produccién de
las protefnas de fase aguda posee diferentes mecanismos para su control y que éstos
pueden estar mediados por distintas citocinas.

Por otro lado, los escasos estudios que se han realizado sobre la respuesta de fase
aguda en el curso de las infecciones parasitarias en los humanos, han revelado que la
clase de APP producidas depende del tipo de pardsito involucrado.  De esta manera, se
ha llegado a conocer que en el caso de infecciones por varios Plasmodium spp se eleva
la concentracidn plasmdtica de la fraccién al de las APP, sin relacién con la severidad
de la enfermedad, con la duracién de la fiebre o con el grado de parasitemia. Ademds,
en nifios con parasitosis intestinal miiltiple, causada por Giardia, Hymenolepis,
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Entamoeba y Ascaris, se han encontrado disminuidos los niveles de albiimina sérica y
esta misma situacién ha sido demostrada en piiberes que no pueden subir de peso y que
estdn infectados con los dos primeros pardsitos. Las investigaciones realizadas con
animales de laboratorio han revelado que, al contrario de lo que sucede en el hombre, en
ratones infectados con Trypanosoma cruz, Schistosoma mansoni o Nippostrongylus
brasiliensis si se presenta una relacién entre los cambios en la produccién de ciertas APP,
el grado o la extensién de la enfermedad y la parasitemia @79,

Actualmente se sabe que, durante los procesos infecciosos, la produccién de diversas
citocinas, entre las que se encuentran la IL-1, IL-6 y TNFa, as{ como sus acciones
combinadas, influyen directamente en el curso de la enfermedad regulando la respuesta
inmunitaria del huésped hacia los microorganismos patégenos de origen externo. Dichas
actividades ayudan al hospedero en su resistencia hacia los patégenos, porque las
citocinas estimulan otras células, incrementan la respuesta inmunolégica, provocan
fiebre, destruyen ciertos microorganismos invasores en una etapa dada de su desarrollo o
producen opsoninas como la PCR. Todos estos efectos se llevan a cabo a través de las
distintas actividades biolGgicas que presentan las tres citocinas sefialadas ©93, las cuales
aparecen resumidas en la Tabla siguiente.

TABLA XII. ACTIVIDADES DE LAS PRINCIPALES CITOCINAS RELACIONADAS CON LA

RESPUESTA ANTIINFECCIOSA.
o1 IL-6 TNF
FUENTE DE LAS macrdfages macrdéfagos macrdéfagos
CITOCINAS queratinocit linfocitos T linfocitos T
endotelio linfocitos B células NK
INDUCCION DE :
fiebre (+++) (+) (++)
APP sf sf s
TNF sf no st
IL-1 sf no sf
IL-6 sf st sf

DIFERENCIACION Y/O ACTIVACION DE MACRGFAGOS Y LINFOCITOS T Y B.
sf sf sf
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En 1991, Utsunomiya er al ©!¥ encontraron que existe un orden secuencial en la
sintesis local de las citocinas inflamatorias IL-1 e IL-6, durante la pleuritis inducida con
carragenina en las ratas. Ademds, los animales presentan una migracién de leucocitos
polimorfonucleares [PMN] hacia la pleura, lo cual coincide con los niveles méximos de
ambas interleucinas. De acuerdo a estos experimentos, se pudo comprobar que primero
se produce la IL-1 y poco después se origina la sfntesis de IL-6, cuyos valores mdximos
de secrecién alcanzaron, en el exudado pleural, las 700 U/ml a las 3 horas y las 6,000
U/ml a las 5 horas siguientes a la inyeccién del inductor, respectivamente. Esta tltima
citocina llegé a su nivel mds alto en suero (30 U/ml) 4 horas después de la inoculacién de
la carragenina. El mismo resultado, pero de aparici6n mucho mds rdpida, se obtuvo
después de la administracién intrapleural de rhiIL-1. Asimismo, ya sea por la
carragenina o por la IL-1, la induccién de IL-6 promovié la sintesis de T-cinindgeno, el
cual fue encontrado elevado en el suero de las ratas. Resultados similares ya habfan sido
informados previamente por Gauldie er al 8, asf como por Geiger et al 89, Los niveles
de la primera interleucina disminuyeron considerablemente al inyectar la rhIL-lo en
combinacién con anticuerpos anti rhIL-la.  En los cultivos de células H4IIEC3 de
hepatoma de rata, igualmente se produjo T-cininégeno inducido por rhIL-6, en una forma
dependiente de la dosis. Este efecto se revirtié al afiadir al medio el suero anti rhIL-6.

Los autores de este trabajo piensan que el aumento de la IL-6 en el suero de los
animales con la pleuritis experimental pudo ser producida por las células sangufneas, por
las células del endotelio vascular o por los leucocitos de exudado pleural, y que luego la
interleucina se difundié hacia la sangre circulante.  Asimismo, ellos opinan que la
migracién de los PMN pudiera ser una respuesta del organismo hacia los aumentos
observados en la sintesis de IL-1 o IL-6. Ademds, los mismos autores 312 proponen que
en la respuesta inflamatoria aguda de las ratas también participan otras citocinas como el
TNFa y la IL-8.

6. 6. Estimulacién de la hematopoyesis.
Los primeros efectos que se conocieron al estudiar la actividad de la IL-6 sobre la

hematopoyesis, fueron su capacidad de estimular la proliferacion de las células
progenitoras de granulocitos y macréfagos, dando lugar a la formacién de colonias de
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multilinaje y, de una manera indirecta, propiciando la formacién de colonias de blastos
en cultivos de células del bazo, provenientes de ratones normales (32),

El efecto que tiene IL-6, de aumentar la proliferacion de los progenitores
hematopoyéticos multipotenciales, fue descrito en 1987, por Ikebuchi er al 8, como
una actividad bioldgica dependiente de la IL-3. Sin embargo, como un estimulante de
los tejidos hematopoyéticos, la IL-6 puede colaborar de manera sinérgica con la IL-3 y
otras citocinas. Su actividad provoca que las células madres primitivas, no ciclicas, de
la médula §sea (es decir, los progenitores multipotentes) entren al ciclo celular y que, por
otra parte, disminuyan e} tiempo en se encuentran en la fase Gg del mismo. De todos
modos, es necesario sefialar que para producir este efecto estimulatorio de Ia
hematopoyesis, la IL-6 debe actuar tempranamente, capacitando asf a las células de la
médula Gsea para que sean sensibles a los factores cldsicos que estimulan el crecimiento
del tejido hematopoyético (132, 330),

El equipo de Ikebuchi (18 observé que, en presencia de IL-3 e IL-6, las células
extrafdas del bazo de ratones inyectados con S-fluoruracilo, aceleran la formacién de
colonias muitipotenciales, tanto de blastos como de granulocitos, eritracitos, macréfagos
y megacariocitos. Por su parte, las células de la médula ésea formaron colonias de
multilinaje GMM (granulocito / macréfago / megacariocito), en presencia de ambas
interleucinas, sin aumentar la velocidad de proliferacién de las células, el nimero de
colonias o su tamaiio.

Actualmente se conoce que la accién sinérgica de ambas interleucinas permite
mantener la formacién de colonias de células bl4sticas, con multilinage, en los cultivos de
células de bazo de ratén. Estos y otros resultados han permitido proponer que la IL-6
activa a las células madres hematopoyéticas que se encuentran en la fase Gy, para que
entren a la fase G, IL-6 ya no actia sobre células progenitoras mis maduras. Sin
embargo, otros autores (132, 140, 151) han sugerido que, m4s bien, Ja IL-6 incrementa la
susceptibilidad de los progenitores hematopoyéticos, multipotenciales, hacia la IL-3,
quizds a través de un control positivo de los receptores para ésta ultima .

Cuando 1a JL-6 y la IL-3 se afiaden a cultivos de células no adherentes de la médula
Gsea de ratén, al poco tiempo incrementan casi 5 veces el nimero de células formadoras
de colonias. Kishimoto 32) menciona los trabajos de Okana er al, quienes han
observado que si estas ultimas células se preincuban con IL-3 e IL-6, antes de ser
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transplantadas a receptores irradiados letalmente, los animales alcanzan una tasa de
sobrevivencia del 90%, a los 30 dias de su transplante, en contraste con el 20% de
sobrevivencia que se obtiene regularmente cuando las células no son preincubadas con las

interleucinas.

Un efecto mds de la IL-6 en el proceso de la hematopoyesis es su capacidad de
estimular la proliferacién de las células progenitoras de los granulocitos y macréfagos,
humanos y murinos. En este caso, el efecto de la IL-6 es menos potente que el que
ejerce el GM-CSF sobre dichas células 842, Asimismo, se ha informado que la IL-6
tiene un efecto sinérgico con el GM-CSF y con el M-CSF, lo cual ha sido comprobado
en cultivos de células progenitoras purificadas @5 107, También se ha encontrado que, in
vitro, la IL-6 estimula la maduracién de los megacariocitos de ratén. El equipo de
Leven y Rodriguez (154 ha trabajado estudiando los efectos de la rhIL-6 sobre cultivos de
los megacariocitos aislados y purificados de la médula Gsea de cobayos. Sus resultados
revelan que la IL-6 es capaz de estimular la maduraci6én de estas células en cultivos libres
de suero, incrementando, ademds, su tamafio y fragmentacién citopldsmica, formando
preplaquetas que presentan la ultraestructura de las plaquetas circulantes normales.
Estos resultados concuerdan con los que habfan sido informados previamente por otros
investigadores(19: 335, 340} [os cuales mostraron, primero, que la IL-6 puede potenciar el
crecimiento de colonias de megacariocitos, en presencia de la IL-3 y, en segundo lugar,
que la IL-6 aumenta el tamaiio celular en los cultivos de megacariocitos 340,

Aunque se desconoce la forma en que la IL-6 promueve la formacién de plaquetas,
se sabe que, inyectada en ratones, produce un aumento en la cuenta plaquetaria y en €l
tamafio de los megacariocitos 119, Hill e al 9, en 1989, también han comprobado un
incremento en la produccién de plaquetas y en el niimero de progenitores de
megacariocitos, en ratones tratados con IL-6, por lo que proponen que in vivo, ésta
iltima comparte dicha actividad con la trombopoyetina.

6. 7. Inhibicién de Ia proliferacién de lineas celulares.

Otra actividad biolégica importante que manifiesta la IL-6 es un efecto
antiproliferativo sobre algunas lfneas celulares leucémicas, mieloides, murinas y
humanas, y sobre varias lineas celulares de carcinomas y linfomas. = Ademds de inhibir
su crecimiento, la IL-6 provoca que estas células muestren caracterfsticas morfol6gicas y
actividades especificas de las células mds diferenciadas @7, 132, 235, 330), Este efecto lo
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comparte la IL-6 con otras sustancias como el G-CSF, el factor inhibitorio de leucemia
[LIF] y el inductor 2 de la proliferacién de granulocitos y macréfagos [MGI-2]. Sachs
et al @9 han informado que este tltimo factor es idéntico a la IL-6 y que su produccién
puede ser inducida en las células hematopoyéticas normales, por la IL-3, por tratamientos
quimicos o por condiciones de cultivo que promueven la diferenciacién de las células
mieloleucémicas.  Curiosamente, el LIF es capaz de inducir la produccién de grandes
cantidades de IL-6 en las células M1 (132),

Por lo que respecta al efecto que manifiesta la IL-6 en la diferenciacién de las células
M1 murinas, se ha observado que esta citocina provoca su diferenciacién hacia
macréfagos. Entre los cambios que induce la IL-6 en dichas células estdn la detenci6n
de su crecimiento y el aumento de su citoplasma, al dfa siguiente de su adicién y, al
tercer dfa, wuna completa diferenciacién morfoldgica.  En relacién a estos iltimos
cambios, se ha visto que las células M1 incubadas con IL-6 incrementan su fagocitosis y
la expresién de receptores para Fc y para C3d, ademds de aumentar los niveles de (2'-5')
sintetasa A, que es una enzima inducible por IFN e indicadora de la diferenciacién en
varias células leucémicas “7.187, Sin embargo, no todas las células de leucemia mieloide
son capaces de diferenciarse en presencia de IL-6. Algunas de ellas, por el contrario,
muestran una estimulacion de su crecimiento @17,

Por otra parte, algunas lineas celulares la necesitan, junto con otras citocinas, para
poder diferenciarse. Tal es el caso de las células U937, en las que la IL-6 y el IFNy
actiian de manera sinérgica. Ademds de madurar, dichas células detienen su crecimiento
y aumentan sus niveles de la enzima (2'-5') sintetasa A.  Por estas razones, se ha
propuesto que en la diferenciacién de las células U937 y THP-1, existe un sinergismo
entre la IL-1 y la IL-6 ©5,247),

Varios estudios realizados in vitro, en los que se han empleado células leucémicas
de sangre periférica obtenidas de pacientes con leucemia mielogena aguda, han mostrado
que estas células responden a la IL-6 reduciendo el niimero de blastos e incrementando
las formas mielomonociticas @36),  Ademds, se ha observado que la rIL-6 ejerce un
efecto estimulatorio notable sobre la expresién de los receptores superficiales para el Fc
de la IgE , en las lineas celulares de monocitos humanos U937 y THP-1. En el primer
caso, éste efecto se sinergiza con la IL-4 (la m4s potente).  Las células THP-1 y las
Mac-6 también incrementan la expresién de la molécula CD23 en presencia de IL-6 @39,
lo cual denota la participacién de la IL-6 en la diferenciacién de dichas lineas celulares.
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7. Métodos para medir la concentracién de IL-6

7. 1. La interleucina.

Se presenta un breve resumen de los diferentes métodos empleados para cuantificar
o determinar la presencia de IL-6 en los tejidos, o en los lfquidos bioldgicos, asi como en
el sobrenadante de los cultivos de células que la producen y la secretan al medio .

La curva estdndar, necesaria para la cuantificacién de la interleucina puede hacerse
con IL-6 recombinante o natural. La rIL-6 se puede obtener en células de Escherichia
coli o de levadura 077,

Cada proveedor o productor incluye las unidades de IL-6 que posee su preparacidn.
Asf por ejemplo, Genetics Institute de Boston, informa que 1 U/ml de su producto
corresponde a casi 20 pg de rhIL-6. En los Institutos Nacionales de Salud, Maryland,
USA, varios investigadores consideran que la misma cantidad corresponde a 5.5 U/ml
@98),  Fl paquete comercial de InterTest-6, para medir la concentracién de la citocina por
medio de una prueba de ELISA, posee una sensibilidad de 156 pg/m! para la IL-6 (179),

La actividad de la rIL-6 comercial ha sido determinada, generalmente, en un rango
de 1 x 105° U/mg de proteina, utilizando como indicador de la actividad de la
interleucina la estimulacién de células B o de células dé hepatoma (31, La rhIL-6
preparada en Escherichia coli tiene una actividad de 3.9 x 10° U/mg en la lfnea celular
linfoblastoide SKW6-CL4 dependiente de IL-6 @40, La misma interleucina, obtenida en
levaduras por Genzyme Corporation, Boston MA, posee una actividad especifica de 1 x
107 U/mg de protefna 639, Kishimoto ha informado una actividad de 5.3 x 106 U/mg
para la IL-6 preparada en su laboratorio de Osaka, Japén @78, mientras que Vita informa
que la rhIL-6 producida por €l contiene 1 x 108 U/mg @45,  Otros autores han
comunicado que la IL-6 recombinante murina posee una actividad de 13 x 106 U/mg.
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7. 2. Métodos cuantitativos.
7. 2. 1. Biocensayos.
7. 2. 1. 1. Proliferacién celular,

En este inciso se mencionan aquellas pruebas que han sido disefiadas tomando en
cuenta la proliferacién o crecimiento de lfneas celulares de hibridomas o plasmocitomas
murinos que sélo responden a la presencia de IL-6 en el medio y no lo hacen ante las
otras citocinas conocidas. Entre las lfneas celulares que proliferan cuando la IL-6 se
adiciona al medio se pueden mencionar las Ifneas celulares de hibridoma murino B9,
MHG60.BSF-2 y 7TDI1, asf como las células T 1165 y TEPC-2027 de plasmocitoma
murino (182}, Las células B9 de hibridoma murino tienen su crecimiento médximo cuando
la IL-6 del medio alcanza concentraciones entre 5 y 10 pg/ml. De todos modos, su
estimulacién por esta interleucina permite demostrar su presencia adn a concentraciones
de 0.3 pg/ml, en muestras de plasma o de médula 6sea, en medios condicionados o en
suero separado de sangre periférica 240),

Para la mayorfa de estas lineas celulares, una unidad de IL-6 se define como la
concentracion de dicha citocina o el valor reciproco de la mdxima dilucién de la muestra,
que produce 1a mitad de la méxima incorporacién de timidina al micleo, tomando como
referencia la preparacidén estdndar que corresponde a 1 pg de la interleucina [1U = 1 pg
de IL-6] 131, Para el caso de la lfnea celular de hibridoma murino MH60.BSF-2, un ng
de rIL-6 corresponde, aproximadamente, a 5 U/ml de actividad 17, En las células
7TD1, 5 pg de IL-6 corresponden aproximadamente a 1U de ella. La proliferacién o el
crecimiento de todas estas células se mide por incorporacién de timidina tritiada [3H]-
TdR y la radioactividad se cuantifica mediante espectroscopia liquida de centelieo.

7. 2. 1. 2. Produccién de anticuerpos.

IL-6 puede inducir la secrecién de anticuerpos en células B humanas que han sido
preactivadas o transformadas por el EBV. Entre éstas se pueden mencionar algunas
lineas celulares B linfoblastoides humanas como la CESS y las células SKW6-CL4. Las
primeras son productoras de IgG. En ellas, 1U de IL-6 corresponde a la concentracién
de 1la citocina que, a los cuatro dfas de cultivo, induce la mitad de la médxima secrecién
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de esta inmunoglobulina, en un medio que contiene 1 x 106 células 6%, E! segundo tipo
de células produce IgM. En sus cultivos, 1U/ml es igual a la cantidad de IL-6 que
genera la mitad de la méxima produccion del anticuerpo referido en 1 x 104 células
suspendidas en el medio durante 3 dias 340,

7.2. 1. 3. Produccién de protefnas de fase aguda.

La induccién de la produccién de proteinas de fase aguda, in vitro, se puede
obtener utilizando células de hepatoma, humanas y murinas, o ir vive, inyectando la
muestra en ratas y ratones. Las células de hepatoma humano mds conocidas son
PLC/PRF5 y HepG2 productoras de C3 y ceruloplasmina, fibrinégeno o haptoglobina,
respectivamente 19229, También se utilizan las células de hepatoma de rata H-35 que
sintetizan o2-macroglobulina, hemopexina, tiostatina y fibrinégeno, las células de
hepatoma murino Hep3B2 y la linea celular FAZA 967 de hepatoma de rata, ambas
productoras de fibrinégeno, asf como los cultivos de hepatocitos, humanos, murinos y de
rata.

Los niveles de las protefnas de fase aguda en el plasma se determinan empleando
técnicas inmunoldgicas como la inmunoelectroforesis en cohete, la inmunodifusién radial
o el electroenfoque en gel de SDS-PAGE que contiene anfolitos. En todos estos
procedimientos el revelado puede hacerse con azul de Coomassie. Otro procedimiento
es el ELISA de sandwich.

7. 2. 2. Ensayo inmunoabsorhente ligado a enzimas (ELISA).

a) Sandwich. Un anticuerpo monoclonal anti IL-6 humano se puede usar como
la tapa inferior del sandwich, cubriendo la microplaca del ensayo. Se agrega el fluido
biolégico o el sobrenadante que contien Ia IL-6 a cuantificar (también puede tratarse de la
rhIL-6, de la cual se emplean distintas concentraciones conocidas, para hacer una curva
patrén). Luego se adiciona otro anticuerpo policlonal de conejo anti IL-6, se aiiade un
suero de cabra, anti conejo, acoplado a peroxidasa de rdbano y se revela la reaccién con
el sustrato dihidrocloruro de o-fenilendiamina. Yos resultados de la muestra problema se
interpolan en la curva patrén (79,
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b) Fluorescengia-sandwich. Es un método parecido al anterior, en donde se
emplea un primer anticuerpo anti IL-6, la muestra o el estdndar, el segundo anticuerpo
conjugado y luego, estreptoavidina-fosfatasa alcalina, que se revela con LUMI-PHOS.
La intensidad de la luminiscencia se determina con un lector para esta iltima (10},

7. 2. 3. Radioinmunoensayo [RIA].

Para esta técnica se utiliza un suero policlonal de conejo, anti hIL-6, el cual se
mezcla con el suero o la muestra de algin liquido biolégico de los pacientes.
Posteriormente se agrega !25I-rhIL-6.  Después de la reaccién antfgeno-anticuerpo
ambas citocinas (la libre y la unida al anticuerpo) son separadas por precipitacién o
centrifugacién en un gradiente y Ia radioactividad de la IL-6 ligada a los anticuerpos se
mide mediante un contador gamma @70,

7. 3. Métodos cualitativos.

7.3.1. Cr affa de afinidad

En este procedimiento se utiliza un suero anti IL-6 de conejo, ligado por unién
cruzada a unma columna de sepharosa, la cual ha sido activada con bromuro de
cianégeno. La muestra que contiene la IL-6 a cuantificar se pasa por esta columna,
eluyéndola con una solucién amortiguadora de glicina, a pH 4cido y el contenido de los
eluatos es separado por SDS-PAGE, en condiciones reductoras. Las proteinas separadas
por la electroforesis se pasan a papel o tiras de nitrocelulosa, por medio de electricidad y
la interleucina se identifica mediante un suero anti rIL-6, utilizando como revelador el
complejo avidina-biotina @89,

7.3.2. Inmunoprecipitacién.
Un suero policlonal de conejo anti-rIL-6 precipita a la rIL-6 marcada con [355]-

metionina; la IL-6 del precipitado es separada por SDS-PAGE y la radiactividad del gel
se autoradiografia en una placa fotografica 177,
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7. 3. 3. Inmunoblotting.

ILa IL-6 se separa por electroforesis en gel {SDS-PAGE}, luego se transfiere
electroforéticamente a una haja de nitrocelulosa, a la cual se agrega, primero, suero anti
IL-6 y después, un conjugado radiomarcado (un anticuerpo marcado con un is6topo
radiactivo, dirigido contra el anticuerpo anti IL-6). Finalmente se obtiene una
autoradiografia del gel 477,

7. 3. 4. Inmunchistoqufimica.

A los tejidos fijados con formalina, se les adiciona suero policlonal de conejo anti
1IL-6; después se agregan anticuerpos de cabra conjugados con biotina, dirigidos contra
los anticuerpos del suero de conejo. Luego se afiade peroxidasa conjugada con avidina-
biotina y se revela con 4-cloro-1-naftol en presencia de perdxido de hidrégeno @88},
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8. Otras actividades bioldgicas de la IL-6

8. 1. IL-6 y sistema nervioso.

La capacidad de la IL-6 para ejercer diversas actividades, en distintos tipos de
células, parece ser una propiedad mds extensa de lo que inicialmente se habfa supuesto.
En un capitulo anterior se hicieron comentarios acerca de IL-6 como un estimulante de la
proliferacién del tejido hematopoyético, de varias subpoblaciones de linfocitos T y de
algunas lfneas de células tumorales derivadas de linfocitos B, asi como, ademds, se revisé
su actividad como un estimulante de la produccién de protefnas de fase aguda por los
hepatocitos. Se puede decir que la IL-6, junto con las citocinas TNFa e IL-1, estd
reconocida como uno de los principales mediadores de las respuestas inflamatorias de los
organismos vertebrados.  Sin embargo, sus actividades se extienden a otros tejidos
diferentes a los que han sido mencionados hasta ahora. IL-6 también puede actuar sobre
los tejidos que forman parte del hipotdlamo y sobre varias gldndulas de secrecién interna.
La capacidad que tiene IL-6 para estimular las células del sistema neuroendécrino parece
indicar que esta interleucina es un mediador que participa activamente como un
mensajero de las interacciones entre ese sistema y el inmunitario, en el curso de las
reacciones inflamatorias.

Asf como IL-6 y otros mediadores de la respuesta del sistema inmunitario pueden
influir sobre algunas actividades de las células del sistema neuroendécrino; existe
abundante evidencia en favor de que, simultdineamente, los mediadores de las respuestas
del sistema nervioso también pueden modificar las actividades de algunas subpoblaciones
de linfocitos. Es decir, que entre los sistemas neuroenddcrino e inmunitario se presenta
una comunicacién bidireccional.

La idea de que el sistema nervioso regula las respuestas inflamatorias e
inmunolégicas del cuerpo es un concepto que fue propuesto hace ya varias décadas.
Desde entonces a la fecha se ha acumulado numerosa evidencia clinica en favor de esa
proposicién.  Sin embargo, la interaccién entre los productos de las neuronas y los
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linfocitos s6lo se pudo comprobar cuando se descubrieron receptores para neuropéptidos
en la superficie externa de la membrana de los leucocitos .

M4s recientemente, en el afio de 1988, el grupo de investigadores de Lotz (65 ha
encontrado que, en los cultivos de monocitos de sangre humana, los neuropéptidos
conocidos como sustancias P y K [SP y SK] pueden controlar de una manera potente y
especifica la produccién de las citocinas inflamatorias TNFa, IL-1 e IL-6. Las
cantidades méximas de dichas citocinas inducidas se obtienen cuando a los cultivos de
dichas células se les adicionan concentraciones entre 10-7 y 10" M de los neuropéptidos
mencionados. Ademds, el mismo grupo de investigadores (165) gbservé que el empleo de
antagonistas de la SP (la misma molécula pero, con varios aminodcidos-L sustituidos por
sus isémeros D), disminuye la cantidad de IL-1 e IL-6 producida en los cultivos de
monocitos.

La produccién de mediadores inmunolégicos por las células del sistema nervioso es
un evento conocido desde hace varios afios. Asimismo, se han publicado resultados en
favor de que la IL-6, el TNFa y la IL-1 pueden ser sintetizados a nivel del hipotilamo.
En el ratén, las mismas citocinas también pueden ser producidas por otras células del
sistema nervioso, como los astrocitos de la microglia del cerebro ©7.  Diferentes
experimentos realizados in vitro han demostrado que estos tejidos del sistema nervioso
pueden producir los tres mediadores inmunolégicos ya mencionados cuando son
infectadas con el virus de la estomatitis vesicular y con el virus linfocitico de la
coriomeningitis ©6,  Ademds, en ambos tipos de células, las dos iltimas citocinas
también inducen la produccién de la primera.

Por su parte, Righi et al, en 1989 @38 mostraron que algunas lineas de células de la
microglia incrementan su produccién in vitre de IL-1, TNF e IL-6 cuando se les aiiaden
LPS al medio de cultivo. Para algunos investigadores 66, 67), 13 sintesis de estas citocinas
en el sistema nervioso central [SNC] puede desempefiar dos funciones distintas. La
primera serfa reparar el tejido nervioso infectado y la segunda, activar las células del
sistema inmunitario .

Ademds de los trabajos anteriores que demuestran la produccién de IL-6 por las
células del cerebro, existen otras publicaciones que refieren la existencia de células del
sistema nervioso que pueden responder a la estimulacién por la IL-6.  Esto quiere decir
que en el cerebro se producen tanto la interleucina como sus receptores especificos. Asf{
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por ejemplo, al afiadir IL-6 a cultivos de astrocitos, las células estimuladas responden con
un incremento en la secrecién de una sustancia neurotrdpica llamada factor de
crecimiento nervioso [NGF] 67, Asimismo, otros trabajos ®® han revelado que, afiadida
al medio de cultivo, la IL-6 incrementa la supervivencia de las neuronas colinérgicas
obtenidas de la regién septal del cerebro de ratas de 10 dias de edad y, ademds, actiia de
manera sinérgica con el NGF .

La IL-6 también parece actuar como un factor estimulante del crecimiento de las
células del sistema nervioso, ya que puede inducir la diferenciacién de una linea celular
procedente de un feocromocitoma de rata @47,  Se ha considerado que todas estas
actividades locales de la IL-6 sobre el sistema nervioso tienen como finalidad activar las
defensas del cuerpo y promover la reparacién celular. Frei y sus colaboradores 67 han
sugerido que la IL-6 participa en la estimulacidn del crecimiento de las neuritas porque
aumenta la secrecién del NGF. En apoyo del punto de vista anterior, se ha observado
que, varios dias después de la estimulacién con IL-6, se inicia la diferenciacién tipica de
la linea celular PC-12 cuyos elementos se transforman en células nerviosas. Ello
involucra el mantenimiento de su viabilidad y algunos cambios morfolégicos, hasta que
las células cultivadas adquieran las prolongaciones alargadas de las neuritas. Las células
PC-12 expresan alrededor de 1,200 receptores para IL-6/célula, con una Kd aproximada
de 1.8 x 10 mol/L. Simultdneamente, las mismas células presentan una expresién
transitoria del proto-oncogene c-fos y del ntimero de canales para el desplazamiento del
i6n Na2+ a través de la membrana plasmédtica.  Estos efectos de la IL-6 sobre dichas
células son similares a los que se presenta cuando la estimulacién se provoca con el NGF,
aunque cada una de las dos moléculas actiia sobre sus respectivos receptores (132, 200, 247),

Tal como lo indicaron recientemente Lieberman y sus colaboradores 157, los
astrocitos del sistema nervioso central parecen ser las principales células productoras de
IL-6 durante las infecciones agudas.  Estos autores observaron la produccién y la
secrecion de IL-6 al medio de cuitivo cuando los astrocitos de rata eran estimulados con
LPS y con el virus de Newcastle. En otros trabajos realizados casi paralelamente con los
anteriores, se ha encontrado la expresién de RNAm para IL-6, en las células de
glioblastoma o astrocitoma, después de haber sido estimuladas in vitre con IL-1.

Existe la posibilidad de que la IL-6 sea considerada como un neuromodulador, ya
que ella actiia controlando 1a sintesis o la secrecién de algunas hormonas liberadoras (RH)
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producidas en el hipotdlamo, tal como lo han mencionado recientemente Hama ez al 68,
Por otro lado, Naitoh y sus colaboradores ?%) han demostrado que, en el hipotdlamo, Ia

IL-6 incrementa la liberacién del factor liberador de corticotropina [CRF].
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Figura 18. El esquema simplifica las interacciones que existen entre los sistemas neuroendécrino e

inmunitario y, asimismo, destaca la participacién de la IL-6 como un mediador de algunas de ellas.
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8. 2. IL-6 como estimulador del sistema endécrino.

8. 2. 1, Pituitaria anterior.,

Existen numerosas pruebas de que los sistemas inmunitario y neuroenddcrino se
encuentran funcionalmente interrelacionados. Algunas citocinas inmunolégicamente
activas pueden influir sobre la secrecién de hormonas en la porcién anterior de la
gldndula pituitaria, de una manera directa o a través del hipotdlamo ©3. 274, La IL-6 es
una de esas citocinas que participan en la induccién de reacciones inflamatorias y,
simultdneamente, estimulan la liberacién de hormonas hipofisarias 200, 274),

Las células del eje hipotaldmico-pituitario-adrenal pueden ser estimuladas por la IL-
6, in vitro, utilizando concentraciones similares a las que inducen la mitogénesis de las
células del bazo estimulada por fitohemaglutinina [PHA] @749, Por otra parte, la
administracién de LPS en voluntarios humanos ocasiona la produccién y la liberacién a la
circulacién de la hormona del crecimiento [GH], la hormona adrenocorticotrdpica
[ACTH] e IL-6, lo cual sugiere que en las septicemias se puede presentar una produccién
tanto local como sistémica de la IL-6, cor las consiguientes reacciones inflamatorias y la
liberacién simultdnea de las hormonas mencionadas. Las observaciones anteriores
parecen indicar que, en el curso de las infecciones graves, la IL-6 estimula la funcién que
tiene la pituitaria anterior como. una gldndula moduladora de la inflamacién @77,

Se ha observado que, después de su inyeccién endovenosa en ratas, la IL-6 produce
un incremento en los niveles plasméticos de la hormona adrenocorticotrépica [ACTH].
Este efecto se puede apreciar en los 30 minutos que siguen a la inyeccién @),  Otros
experimentos realizados por Spangelo er al ©76) revelan que el incremento en la
produccion de ACTH provocado por la inyeccion de IL-6 se efecttia a través de la
estimulacién del hipotdlamo, en donde se produce la hormona liberadora de
corticotropina, ya que en presencia de anticuerpos anti-hormona liberadora de
corticotropina, inyectados 10 minutos antes de la IL-6, se puede observar que se anula la
liberacién de ACTH . Conviene recordar que esta tltima hormona actiia sobre la corteza
suprarenal, promoviendo la conversién del colesterol en pregnenolona, precursor de todas
las hormonas esteroides @82),

La relacién entre la produccién de la IL-6 y el sistema endécrino ha sido
comprobada recientemente por los trabajos de Spangelo y sus colaboradores @749, quienes
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demostraron que esta citocina es capaz de estimular la liberacién de varias hormonas
hipofisarias, las cuales pueden ser encontradas en el sobrenadante de un cultivo con las
células dispersas de la pituitaria anterior de rata. La hipéfisis no s6lo resulta sensible a
la IL-6 sino que, ademds, puede llevar a cabo la sfntesis autécrina de la interleucina
cuando es estimulada por diversas substancias. La sfntesis de la interleucina por las
células de 1a hipéfisis se presenta al incubarlas con 10 pg/ml de LPS bacterianos o con el
diéster de forbol [PMA]. Por otra parte, en estas mismas células, las concentraciones
picomolares de IL-6 inducen la liberacién de las hormonas prolactina [PRL], del
crecimiento {GH}, luteinizante {LH] y foliculo estimulante [FSH], lo cual ha permitido
sugerir que la IL-6 circulante puede actuar en el control de la secrecién hormonal de la
Pporcidn anterior de la gldndula pituitaria @74),

Vankelecom et al 825! observaron, también en 1989, que los cultivos de células de la
pituitaria anterior de ratén o de rata son capaces de producir IL-6 y que la cantidad de
interleucina liberada estd en relacién con la presencia y el mimero de estas células.
Asimismo, ellos encontraron que la IL-6 es producida por las células folfculo estrelladas
[FS] de la hipéfisis, aun en ausencia de estfmulos intencionales. Las células folfculo
estrelladas [FS] representan uno de los varios tipos celulares que componen la porcién
anterior de la gldndula pituitaria y, poseen ciertas caracter{sticas en comiin con las células
fagociticas mononucleares [MPC]. La produccién de la IL-6 por las células FS es una
actividad compartida con las MPC. Todas ellas producen IL-6 después de ser sembradas
en un medio de cultivo. El grupo de Vankelecom 625 piensa que, in vive, la produccién
de la TL-6 por las células FS puede ocurrir después de alglin estimulo proveniente del
hipotdlamo o por los LPS contenidos en la sangre circulante de personas con infecciones.

Mis recientemente, en 1990, Spangelo y sus colaboradores @77 comunicaron que,
mantenidas en un medio de cultivo, las células de la pituitaria anterior secretan cantidades
grandes de la IL-6 (2-4 x 10° U/ml en 4 x 10% células) de una manera espontdnea, entre 2
y 8 horas después de iniciado el cultivo. La produccién de esta interleucina se
incrementa al doble (10-100 nM) cuando las células son estimuladas con PMA vy se eleva
hasta cuatro veces si se afiaden pequefias cantidades (0.001-10.0 pg/ml) de LPS.
También el tejido de la hemipituitaria, recién obtenido, secreta mds de 3,000 U/ml de IL-
6 a las 4 horas de incubacién y, cuando las células se colocan en presencia de 10 pug/mi
de LPS, la sintesis de la interleucina se triplica.
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Figura 19. El esquema presehla algunas de las interacciones entre los sistemas neurcenddcrino e
inmunitario. La IL-6 actda como un mediador que estimula la sfntesis de protefnas de fase aguda,
informa al hipotdlamo sobre Ja reaccién inflamatoria antiinfecciosa que ellas provocan y, al mismo
tiempe, participa en la estimulacién de la hipéfisis que conduce a la liberacién de glucorticoides

antiinflamatorios.
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8. 2. 2. Mecani de la induccién de IL-6 en Ia hipéfisis.

Al estudiar los mecanismos que participan en la induccidén de la sintesis de la IL-
6, en la hip6fisis anterior, el mismo grupo de investigadores dirigidos por Spangelo @73
comprobd, en 1990 que, in vitro, el [(Bu);-AMPc] (un andlogo del AMPc), la PGE,, el
forskolin (diterpeno activador de la adenilato ciclasa) y la toxina del célera, son buenos
inductores de la sfntesis de la interleucina cuando se afiaden a los cultivos de las células
de la pituitaria anterior.  El efecto obtenido depende de la cantidad utilizada de cada
sustancia.  Los resultados de estas investigaciones han revelado que, en las células
mencionadas, se pueden alcanzar incrementos en la produccién de IL-6 de hasta 27 veces
el valor basal con la primera de las moléculas, 5 veces con la segunda, 3.5 veces con la
tercera y de 3 a 12 veces con la iltima. En todos estos experimentos la concentracién de
la IL-6 fue cuantificada por un bioensayo, midiendo la tasa de proliferacién de las células
del hibridoma 7TD1, cuyo crecimiento resulta dependiente de IL-6. Todos estos
compuestos y lo mismo la isobutilmetilxantina ya habfan mostrado su efecto inductor del
RNAm de la IL-6 en las células FS-4, segin lo indicaron Zhang y colaboradores 349, en
1988. En vista de los resultados, los ultimos autores propusieron que las concentraciones
intracitoplasmdticas de AMPc representaban un control importante en la sintesis de IL-6.

Adicionalmente, el equipo de Spangelo @73 encontré que, entre todos los péptidos
hipotaldmicos que estimulan la adenilato ciclasa, el péptido intestinal vasoactivo [VIP] es
el nico que induce, in vitro, la liberacién de IL-6 por las células de la pituitaria anterior.
Asimismo, ellos demostraron que al afiadir el glucocorticoide sintético dexametasona al
medio de cultivo, se inhibe la produccién de IL-6 por las células de la pituitaria anterior
y que este efecto depende de la concentracién del esteroide.  El resultado anterior
coincide con el que habia sido comunicado por Helfgott y colaboradores 0, en 1987,
utilizando la linea celular de fibroblastos FS-4, en la cual la dexametasona también inhibe
la acumulacién del RNAm para la IL-6.

En un estudio posterior, realizado nuevamente por el equipo de Spangelo y
publicado en 1990 @76, se demostré que la secrecién de IL-6 podia ser estimulada
mediante la preincubacién de LPS con las células de la pituitaria anterior o del tejido
proveniente del hipotdlamo basal medio [MBH] de ratas macho y hembra. La
produccién basal de IL-6 fue aumentando con el tiempo y sus niveles fueron mayores en
el primer caso. De una manera similar, el [(Bu),-AMPc] también aumenta la cantidad
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de RNAm para la IL-6 cuando es afiadido a los cultivos de células del MBH o de ia
hemipituitaria.

Cuando son estimuladas con LPS, las porciones anterior y posterior de la pituitaria
producen mayores cantidades de IL-6 que el tejido nervioso (hipotdlamo). Los autores
citados €79 han propuesto que la IL-6 puede actuar sobre las células de la pituitaria de
una manera pardcrina o autécrina y que, en los dos casos, provoca la liberacién de varias
hormonas hipofisarias.

Los resultados de los experimentos realizados por Carmeliet er al 83, en 1991,
revelaron nuevos aspectos de las relaciones entre la IL-6 y Ia hipdfisis. Asf, por ejemplo,
la edad de los animales es un factor importante para la liberacién de esta citocina por las
células de la pituitaria. Ellos observaron que si los cultivos de las células de la hipéfisis
de las ratas provienen de animales entre 5 y 90 dfas de edad, la produccién de IL-6 se
incrementa paulatinamente desde 25 a 600 U/ml. Dicho incremento es mds evidente en
las ratas de 30 a 90 dfas de vida, y segiin los autores puede deberse a un aumento de las
células que secretan IL-6, a una mayor capacidad de las células de la pituitaria para
producirla, o para responder hacia los agentes liberadores de ella.

Ademds, cuando la dexametasona [DEX] se afiade a esos cultivos, inhibe la
liberacién de IL-6 de una manera especffica y dependiente de la dosis empleada.  Asf,
100 nM del glucocorticoide impiden Ia sintesis de la interleucina hasta en un 96-98%,
aunque cuando la DEX se adiciona conjuntamente con inductores de IL-6, la inhibici6n
que provoca no es tan acentuada. Ni el estradiol ni la Sa-dihidrotestosterona tienen el
mismo efecto inhibitorio.

Por todo lo anterior, este equipo de investigadores B33 sefiala que, en la pituitaria
anterior, la liberacién espontdnea de IL-6 se encuentra modulada por la concentracién de
ACTH y glucocorticoides en la sangre circulante.  Esta afirmacién se apoya en la
observacion de que una region del promotor del gene de la IL-6 humana y la murina
posee una secuencia de nucledtidos que es sensible a la presencia de glucocorticoides @96,
Carmeliet y colaboradores 83 sugieren que, in vive, la liberacién de ACTH (mediada
por la IL-6) en la pituitaria anterior puede estar controlada a través de un mecanismo de
retroalimentaci6n en el cual intervienen los glucocorticoides. En ese mismo estudio,
ellos observaron que el forskolin incremeta la liberacion de IL-6 en los cultivos de
agregados de células de Ia pituitaria anterior, aun en presencia de la dexametasona. Esta



observacién es congruente con los resultados obtenidos por otros autores @30. 349 en favor
de que el aumento en la concentracién intracitoplasmdtica de AMPc es uno de los
principales estfmulos que, como segundos mensajeros, promueven la transcripcién del
gene de la IL-6 en fibroblastos. Aunque Carmeliet er a/ ¥3 no estudiaron cudl es la
fuente de la IL-6 en los cultivos de agregados de células de la pituitaria anterior, ellos
proponen que pueden ser las células folfculo estrelladas o las células del mesénquima
estimuladas por virus, por IL-1 o por poli I/C 829,

Mids recientemente, en 1991, Spangelo er al @79 investigaron la participacién que
tienen diversos inductores de la expresién del gene de la IL-6, en la liberacién de dicha
interleucina por las células de la pituitaria anterior.  Este grupo de investigadores ha
observado un incremento significativo en la secrecién de IL-6 cuando la rIL-Io y la rlL-
1B se afiaden a los cultivos de células de la pituitaria anterior, en concentraciones que van
desde 0.04 hasta 25 ng/ml . A las 6 horas de incubacién, este aumento puede ser de 3 a
5 veces y no se acompafia de cambios en las concentraciones del AMPc, intra o
extracelularmente. Otros coinductores de la liberacién de IL-6 en los cultivos referidos
son el VIP, la PGE, y los LPS, los cuales incrementan la produccién de la interleucina en
una forma similar a las IL-lac y 8. Sin embargo, sélo los dos primeros aumentan la
concentracién extracelular de AMPc, lo cual significa que, en las células de la pituitaria
anterior, tanto las IL-1 o y 8, como los LPS promueven la liberacién de IL-6 mediante
una via distinta a la del AMPc. En cambio, cuando las células de la pituitaria anterior
son pretratadas con PMA y luégo se les afiaden IL-1c, IL-18, PGE, o LPS, se observa
que la secrecién de IL-6 resulta cuantitativamente similar en todos estos casos. Como
no se observa un incremento mayor de IL-6 en las células pretratadas con PMA y luego
estimuladas con ella misma, queda demostrado que, la protefna cinasa C [PKC] no se
encuentra involucrada en la liberacién de IL-6, en las células de la pituitaria anterior.

Por otra parte, la secrecién de IL-6, inducida por IL-1a, IL-18 y LPS se reduce en
los cultivos de las células de la hipé6fisis anterior que son pretratadas y cultivadas con
dexametasona. De acuerdo a los resultados anteriores, estos autores @75 opinan que, in
vivo, la liberacién de IL-6, inducida por la IL-1 en las células de la pituitaria anterior,
debe estar controlada por los glucocorticoides. De este modo puede quedar integrado un
mecanismo de retroalimentacién negativo que coincide con lo informado por Carmeliet et
al, en 1989 G4,
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Spangelo y su grupo @79 sugieren que, posiblemente, las células encargadas de la
sfntesis de la IL-6 en la hip6fisis anterior son las células FS, tal y como lo habfan
propuesto anteriormente Vankelecom er a/ 619, en 1989. Sin embargo, los primeros
autores @75 estdn a favor de que la induccién se lleva a cabo por medio de la IL-1
producida por los tirétrofos. Ademds, ellos proponen que las células productoras del
VIP (lactdtrofos) también pueden colaborar en la liberacién de IL-6 en la pituitaria
anterior.

Existe la posibilidad de que sean varios los mecanismos de accién de la IL-6 sobre
las células productoras de hormonas.  En favor de este punto de vista se encuentran las
observaciones de que, in vivo, la administracién de IL-6 a ratas adultas estimula la
secrecién de ACTH por la hipéfisis, mediante la produccién de la hormona liberadora de
corticotropina [CRH]. Asimismo, la dopamina disminuye la liberacién de PRL inducida
por la IL-6, de modo que ella también puede ser uno de los mediadores de la
transduccidn de la sefial que transmite la IL-6 en la pituitaria anterior @74,

8. 3. IL-6 y la gldndula Timo.

El trabajo de Screpanti y colaboradores @54, publicado en 1992, ha puesto de
manifiesto, nuevamente, la capacidad de la IL-6 para actuar como un neuromodulador,
s6lo que, en este estudio, las actividades de la interleucina fueron investigadas en la
glandula timo y no en el cerebro. Los resultados demostraron que dicha interleucina
puede actuar de distintas formas sobre este drgano linfoide primario. En presencia de IL-
6 o NGF, producidas de manera autécrina, cultivos de células no linfoides del estroma
timico, parecidas a las células nerviosas, mantuvieron su crecimiento y se diferenciaron,
mostrando un fenotipo y marcadores bioquimicos especfficos de las células nerviosas.
Casi la totalidad de ellas expresé citoqueratina y, del 20 al 30% de las mismas, mostraron
los antigenos de superficie A2B5 y Leu-7, relacionados con las células derivadas de las
crestas nerviosas, asi como los neurofilamentos de 68 y 160 kDa. En uno de los cultivos
(TC-18) también se identificd a la sinapsina I, una de las protefnas que se encuentra en
las neuronas. Los mismos autores encontraron que, en estos cultivos celulares de timo
murino, la expresién del gene de la IL-6 estd bajo control del factor que estimula el
crecimiento del tejido nervioso [NGF], puesto que los niveles d¢ RNAm para la
interleucina mencionada se incrementan 1 hora después de la adicién de este factor y
alcanzan su nivel mdximo a las 24 horas de afiadido.  Por estos resultados y por la
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actividad de la interleucina sobre la proliferacién y la diferenciacién de los linfocitos T,
los autores de este trabajo @54 creen que la IL-6 posee diversas actividades en el timo.
Ademds de los resultados obtenidos con el NFG, la existencia en el timo de células
derivadas de las crestas nerviosas, apoya la idea de que el desarrollo de ese érgano
linfoide primario depende de los productos sintetizados por células que provienen de las
crestas neurales, donde IL-6 actia como neuromodulador.

8. 4. IL-6 y endometrio.

En vista de que el endometrio contiene receptores para hormonas esteroides y de
que, ademds, en este tejido existen agregados de células linfoides (macréfagos y
linfocitos T, principalmente), algunos autores han propuesto la idea de que algunas
citocinas, entre ellas IL-6, pueden estar involucradas en el control del ciclo menstrual.

Tabibzadeh er al @89, en 1989, han encontrado otra relacién entre el sistema
inmunitario y el sistema end6crino.  Ellos observaron que, in vitro, las células del
estroma endometrial humano, recién explantadas y estimuladas por IL-1a (la mds potente
inductora), IL-1f, TNF o IFNy, pueden producir varias isoformas de IL-6. Estas
variedades de Ia interleucina estdn fosforiladas y tienen una movilidad electroforética en
SDS-PAGE que fluctiia entre los 23 y los 30 kDa. Todas ellas son -bioldgicamente
activas y alcanzan su méximo de produccién ( > 800 ng/ml de IL-6 ), después de 48-72
horas de haberse iniciado el cultivo.  Otro hallazgo interesante de este grupo de
investigadores consistié en la observacion de que el estradiol influye en la sintesis de la
IL-6. En los cultivos de células del estroma del endometrio, la produccién de IL-6 que
habfa sido inducida por la IL-1a se inhibe hasta un 70-80% cuando las células reciben un
pretratamiento durante 24 horas con la hormona esteroide 17B-estradiol, a
concentraciones que estuvieron dentro de los Ifmites fisiolégicos (10~ M).

El trabajo de Tabibzadeh er al @) menciona que, en humanos, la IL-6 puede inhibir
el crecimiento de las células epiteliales y endoteliales, asi como la proliferacién del
epitelio de la mucosa uterina. Chen et o/ 49, en 1989, también han demostrado que la
rIL-6 impide la proliferacién de varias Ifneas de células epiteliales. Ademds, en otros
estudios, se ha observado que, los niveles circulantes de IL-6 fluctiian durante el ciclo
menstrual, alcanzando sus valores minimos durante la primera mitad del ciclo y los
valores maximos justo antes de la menstruacién. Todas estas observaciones en relacién a
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la produccién de la IL-6 en el endometrio, a la concentracién sérica de la citocina durante
el ciclo menstrual, al control de su sintesis por los esteroides y a la actividad de dicha
interleucina sobre las células del tejido endometrial, han contribuido para apoyar la
hipétesis de que la IL-6 participa en Ja homeostasis del endometrio humano, la cual habfa
sido propuesta por Kohase ez al (137, 138),

8. 5. IL-6 y Placenta

En un apartado anterior se ha descrito que IL-6 tiene la propiedad de estimular la
secrecién de distintas hormonas de la pituitaria anterior. Sin embargo, esta actividad no
parece circunscribirse exclusivamente a este tejido endéerino, extendiéndose también a la
placenta, lo cual parece indicar que la citocina dasarrolla una actividad importante
durante el embarazo.

Nishino y colaboradores @%) han podido comprobar que las células enddcrinas de la
placenta humana (localizadas en el trofoblasto), producen IL-6 de manera constitutiva y
que, asimismo, en la superficie de dichas células existen receptores para ella. De este
modo, las células del trofoblasto serfan un sitio mds de produccién y de accién de la IL-
6. Los mismos autores han encontrado que la rhIL-6 induce la liberacién de 1a hormona
gonadotropina coridnica humana {hCG] cuando se afiade a los cultivos de células de
trofoblasto. El mdximo de secrecién se manifiesta a los 90 minutos del inicio del cultivo
y es dependiente de la dosis de IL-6 adicionada. La liberacién de la hormona se
encuentra modulada por la expresién de los IL-6R presentes sobre la membrana de las
células trofobldsticas. Este mecanismo de control es independiente del que existe para la
hormona liberadora de gonadotropinas {GnRH] producida en el trofoblasto, que también
induce la liberacién de hCG. Ia GnRH de origen trofoblistico es, quimica e
inmunolégicamente, idéntica a la GnRH hipotaldmica.

Como inductores de la secrecién de hCG, la IL-6 y la GnRH actiian en una forma
sinérgica aunque cada una de ellas estimula sus respectivos receptores.  Los autores
citados #9 sugieren que la IL-6 puede ser un factor de crecimiento indirecto para los
trofoblastos, debido a que incrementa la liberacién de hCG. A su vez, esta tiltima
hormona ha demostrado apoyar, in vitro, el crecimiento del citotrofoblasto. Ademds,
como Ja IL-1 también estimula la secrecién de hCG en lneas celulares de trofoblastos
humanas, Nishino er al @%® piensan que este evento se encuentra mediado por la IL-6,
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Asimismo, proponen que, la IL-6 y el IL-6R pudieran ser uno de los controles principales
de la secrecién de hCG en la placenta.

En un trabajo posterior, este mismo grupo de investigadores (170 estudiaron el efecto
inductor de la IL-1 sobre la secrecién de hCG, utilizando pablaciones mixtas de células
del sinciciotrofoblasto primario y del citotrofoblasto de placentas humanas. En estas
células, ellos encuentran que la secrecién de la hormona hCG, inducida por la IL-1, estd
mediada completamente por la IL-6 y el IL-6R, ya que el evento se bloquea si se afade el
anticuerpo monoclonal PM1, que estd especificamente dirigido contra los determinantes
de la glucoproteina gp-80 de dicho receptor.  En cambio, los anticuerpos PM1 no
pueden bloquear la produccién de hCG inducida por agonistas de la hormona GnRH.

Utilizando IL-1 recombinante (rIL-1), los mismos autores demostraron que las dos
formas de la molécula, o y P, también participan en la induccién de la hCG,
aparentemente, porque son citocinas producidas por el trofoblasto, que actian como
inductores de la produccién de IL-6. Por otra parte, la presencia de monocitos en los
cultivos de trofoblastos provoca una disminucién rdpida en la produccién de IL-6 y de
hCG, sin modificar la viabilidad de las células, lo cual sugiere la existencia de algiin
mecanismo regulador que estd basado en la interaccién entre el trofoblasto y las células
mononucleares periféricas, después que éstas tltimas (probablemente linfocitos T) fueron
estimulados por la rIL-ic.

Los autores de este trabajo 71 sefialan que desconocen el mecanismo por el cudl se
produce la IL-1 en las células del trofoblasto. Ellos apoyan la idea de que la sintesis de
IL-6 en el trofoblasto probablemente depende de la accién de la IL-1 sobre uno de los
varios elementos regulatorios que se encuentran en el promotor del gene de la IL-6. De
hecho, la produccién de IL-6 se encuentra regulada por varios agentes que pueden actuar
sobre el promotor de este gene @31,  El mismo grupo de investigadores 471} menciona
que, la produccién de IL-1 en células del trofoblasto puede estar estimulada por los
niveles de esteroides gonadales, los cuales, a su vez, modulan la liberacién de la GnRH
de la placenta, conformando, de esta manera, un sistema regulatorio,  Estos autores
opinan que, probablemente, la sefial de transducci6n generada por la unién de la IL-6 al
IL-6R, sea la que propicie la liberacién de la hCG.
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8. 6. Otras actividades bioldgicas paco conocidas de la IL-6.

Adicionalmente a todas las actividades biolGgicas seiialadas, se han publicado
trabajos que mencionan varias mds, las cuales se refiren brevemente a continuacién,
aunque son poco citadas en la literatura consultada.

1. El IFNB2 (IL-6) aumenta la expresién de los genes que codifican los antigenos
de histocompatibilidad 176, 237,

2. La IL-6 es pirogénica, aumenta el apetito e interviene en el metabolismo de los
alimentos 4, 113),

3. La IL-6 puede inhibir el desarrollo de la malaria en los estadios hepdticos del
protozoario @22),

4. La migracién de los linfocitos humanos es inducida in vitre por IL-3, 1L-4 e IL-6
an,

5. La supuesta actividad antiviral atribuida a la IL-6 por Weissenbach et al ®38), en
1980, ha sido refutada por Hirano ez al 100, en 1988.
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9. Interleucina 6 y enfermedad

9. 1. Desregulacién de su expresién.

Algunos autores opinan que, probablemente, la produccién no regulada de Ia IL-6
est4 relacionada con el desarrollo de tumores de células plasméticas y con la aparicién de
otras enfermedades. Varios grupos de investigadores han observado que la
concentracién de la IL-6 en el suero se encuentra considerablemente elevada en el curso
de distintas enfermedades proliferativas o autoinmunitarias, lo cual ha dado paso a la
teorfa de que un descontrol en Ia expresién del gene de dicha interleucina podria ser la
causa fundamental de esos padecimientos.  Ademds, otros autores, como Hirano y
Kishimoto, han sugerido que la sobreproduccién de IL-6 puede ser la causa de la
activacién policlonal de las células B, lo que, a su vez, genera la aparicién de
hipergammaglobulinemias o la- sfntesis de autoanticuerpos en pacientes con mixoma
cardfaco o con la enfermedad de Castleman (99, 132,330),

Se ha encontrado que los ratones transgénicos a los que se les injerté el gene
humano de la IL-6, conjugado con el promotor del gene de las cadenas pesadas de Ig
humana (Ep-IL-6), desarrollan espontdneamente tumores de células plasmdticas o
plasmocitomas @32), Como se sabe que esta interleucina es un factor estimulante del
crecimiento de células tumorales, mielomas y plasmocitomas, no se descarta su
participacién en la oncogénesis de esta clase de neoplasias malignas 129),

Otras enfermedades proliferativas en las que se ha observado una produccién elevada
de IL-6 son la glomerulonefritis proliferativa del mesangio y el linfoma de células T de
Lennert (un linfoma no Hodgkin) en el que se presenta una infiltracién masiva del tejido
linfoide por células semejantes a los macréfagos. En la primera de estas dos
enfermedades se han encontrado niveles elevados de IL-6 en la orina de los pacientes,
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siendo su fuente, probablemente, las mismas células del mesangio, ya que esta
interleucina actiia como un factor de crecimiento autScrino para el mesangio del rifion de
rata (111, 263)  Por otra parte, cabe mencionar que después de cualquier lesién tisular,
incluyendo las ocasionadas por intervenciones quirtirgicas, se encuentran elevaciones
significativas en la concentracién sanguinea de la IL-6 113),

9. 2. YL-6 como inductor de mielomas y plasmocitomas.

A partir del conocimiento inicial, en 1987, de que la IL-6 posee una actividad
estimulatoria del crecimiento de los plasmocitomas @) otros investigadores han
estudiado su posible participacién en el desarrollo de los mielomas muiiltiples. Es bien
conocido que los tumores, para ser auténomos, necesitan producir sus propios factores de
crecimiento y receptores funcionales para ellos. Se ha observado, in vitre, que cuando
los mielomas humanos secretan IL-6 y, al mismo tiempo, expresan receptores para ella,
su proliferacién espontdnea se inhibe con anticuerpos anti-IL-6. Por esta razén se ha
propuesto que la interleucina es un factor de crecimiento, autScrino, para las células de
mieloma humano provenientes de la médula Gsea (10 129},

Sin embargo, aunque las células del mieloma pueden producir esta interleucina, sélo
responden a ella aquellas células que se obtienen en las etapas clinicas tempranas, en
tanto que no responden a la IL-6 las células provenientes de pacientes que se encuentran
en las etapas clfnicas tardias de la enfermedad @9, ILas observaciones anteriores han
permitido sugerir que la IL-6 ejerce una funcién esencial como factor de crecimiento
autéerino y que, posiblemente, su relacién con la oncogénesis de mielomas muiltiples
humanos se debe a un descontrol en la expresién de su gene. Ademds, se ha observado
un aumento en la tumoricidad de los hibridomas y de los plasmocitosmas murinos a los
que se les ha transfectado el gene de la IL-6 @49, Asimismo, debido a que la mitad de
los pacientes con mieloma muestran como fuente principal de la IL-6 a la médula 6sea, se
ha pensado que esta citocina actia de manera pardcrina (3%, Sin embargo, los estudios
de Levy et al 059, en 1991, han mostrado que, en las lineas celulares de mieloma
humano U-266 y RPMI-8226, la IL-6 secretada actia de forma autGcrina. Los cultivos
de estas células proliferan en presencia de rIL-6 externa y la multiplicacién celular no se
inhibe al agregar anticuerpos anti-IL-6, aunque sf se detiene, hasta en un 80-90%, en
presencia de los oligodesoxinucledtidos sintéticos anti-sentido y sin-sentido.  Estos
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resultados han servido de base para que el equipo de Levy (55, proponga que puede ser
interna la sefial activante para el crecimiento de esos mielomas.

La IL-6 también parece estar involucrada en la oncogénesis de algunos
plasmocitomas murinos, cuya induccién experimental con aceite mineral fue descrita en
1962 por Potter y Boyce @26},  El tejido granulomatoso que se forma en el peritoneo de
los ratones Balb/c, después de la inyeccién de aceite mineral, también secreta grandes
cantidades de IL-6. Por otra parte, la relacién causal entre la IL-6 y Ia
hipergammaglobulinemia parece haber quedado sustentada con el descubrimiento de que
los ratones transgénicos, injertados con el gene humano de la IL-6 conjugado al promotor
del gene humano de la cadena pesada de Ig, generalmente mueren después de presentar
esplenomegalia con una infiltracién masiva de células plasmdticas, un aumento dramdtico
de los niveles de Ig y una glomerulonefritis proliferativa del mesangio 283,

9. 3. IL-6 y la enfermedad de Castleman.

Otro padecimiento que presenta relacién con los niveles elevados de IL-6 es Ia
enfermedad de Castleman. Esta afeccién, parecida a los timomas, es una hiperplasia
benigna y grande de los ganglios linfiticos del mediastino. Se caracteriza por fiebre,
anemia, hipergammaglobulinemia y un incremento en la concentracién sanguinea de las
protefnas de fase aguda, en asociacién con una hiperplasia benigna de los ganglios
linféticos 132),

En los centros germinales de los ganglios linfdticos hiperpldsicos se observa una
infiltracién masiva de células plasmdticas, que producen grandes cantidades de IL-6, de
una manera constitutiva. En algunos pacientes se presenta una gammapatia monoclonal
y, al final, un mieloma mdltiple 348).  Si a los pacientes con la enfermedad de Castleman
se les extirpan quinirgicamente los ganglios hiperpldsicos, se obtiene una mejorfa clinica
notable porque desaparecen los sfntomas mencionados anteriormente y desciende la
concentracion de la IL-6 en el suero. Todo lo anterior le ha permitido a Kishimoto (132)
proponer que la regulacién anormal en la expresién del gene de esta interleucina pudiera
ser el evento primario en la patogenia de esa rara enfermedad.
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9.4. IL-6y el linfoma de células T de Lennert.

Este linfoma es otro trastorno orgdnico que, tanto in vive como in vitro, también
parece relacionar a la produccién de grandes cantidades de IL-6 con el crecimiento de los
tumores de células cancerosas. El linfoma de Lennert es una variante especial del
linfoma no Hodgkin, que se distingue por una infiltracién masiva del tejido linfoide por
histiocitos epitelioides derivados de macréfagos.

Los estudios realizados in vitro han revelado que la IL-6 mantiene el crecimiento de
una lfnea celular de linfoma T, proveniente de un paciente con linfoma de Lennert, la
cual también puede crecer en presencia de macréfagos o de los factores solubles
derivados de ellos. Ademds, el efecto de dicha interleucina sobre estas células
cancerosas queda neutralizado completamente después de la adicién de anticuerpos anti-
IL-6 al medio de cultivo. Como en esta enfermedad hay una infiltracién masiva del
tejido linfoide por macréfagos y como la IL-6 apoya el crecimiento de las células del
linfoma, se ha sugerido la participacién de la citada interleucina en el desarrollo in vive
de los linfomas de Lennert (132, 263),

9. 5. IL-6, activacién policlonal de células B y enfermedades autoinmunitarias.

En vista de las muiltiples actividades biolGgicas de la IL-6, se han realizado muchos
otros estudios in vitre para tratar de conocer mejor las funciones que esta citocina lleva a
cabo en los diversos tejidos donde su sfntesis ha sido demostrada.  Los resultados
obtenidos han revelado que cuando algunos tumores liberan grandes cantidades de IL-6,
de manera constitutiva, pueden provocar la produccidn de autoanticuerpos y el inicio de
procesos autoinmunes, como la artritis reumatoide, en el caso del mixoma cardfaco, el
cdncer cervical, los carcinomas de vejiga (103, 133),

Por otra parte, Akira er al ©, en 1990, sostienen que la persistencia de algunos virus
dentro del cuerpo y su reactivacién pueden ser la causa de que se presenten o se inicien
fen6émenos autoinmunes en los que, quizds, el NF-IL6 estd activando el gene de 1a IL-6 o
ciertos provirus.



116

9. 6. IL-6 y mixoma cardiaco.

El mixoma cardfaco es un tumor benigno del corazén, localizado intraatrialmente,
cuya presencia se acompaiia de la produccién de autoanticuerpos y de fendmenos
autoinmunes, los cuales se revierten al extirpar las células tumorales (132, Los
experimentos llevados a cabo con cultivos de células de mixoma cardiaco han mostrado
que dichas células secretan grandes cantidades de IL-6, de manera constitutiva, por lo que
se piensa que, in vivo, son los niveles anormales de la citocina mencionada los que

inducen la activacién policlonal de los linfocitos B y la produccién de autoanticuerpos ©%
132),

9. 7. IL-6 y artritis reumatoide.

La artritis reumatoide [RA] es una enfermedad autoinmune que se expresa
principalmente por sintomas en las articulaciones, aunque también presenta muchas otras
manifestaciones de cardcter sistémico tales como la hipergammaglobulinemia y los
niveles elevados de las protefnas de fase aguda. En esta enfermedad, un gran mimero de
linfocitos B y de células plasmiticas infiltran el tejido sinovial de varias articulaciones, en
donde producen el factor reumatoide, es decir, autoanticuerpos de la clase IgM que
reaccionan especificamente con los determinantes antigénicos de las IgG. Las reacciones
inflamatorias provocan una hiperplasia de la membrana sinovial, la cual se encuentra
infiltrada, ademds, por células mononucleares y por linfocitos T activados. Se cree que
los sinoviocitos también participan en estos eventos, ya que se encuentran en el sitio
donde hay destruccién celular, liberando mediadores de la inflamacié6n y del daiio tisular,
asf como proteasas que también destruyen el tejido cartilaginoso.

La aparicién de la artritis reumatoide ha sido atribufda a diversas causas y puede
estar facilitada por varios factores. Entre los agentes etioldgicos que han sido mds
estudiados destacan las infecciones por diversos virus. Para explicar las lesiones que
provoca la cronicidad de las reacciones inflamatorias en las articulaciones y en varios
otros tejidos han sido propuestos varios mecanismos de dafio inmunolégico. Las
citocinas IL-1 y TNFa, entre otras, son dos de las moléculas orgdnicas que han sido
implicadas en la destruccién inflamatoria de las articulaciones en los pacientes con artritis
reumatoide. Estas citocinas estimulan la sintesis de proteasas y de prostaglandinas en los
sinoviocitos y, ademds, provocan una resorcién del hueso al activar los osteoclastos @5,
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La IL-6 es otra de las interleucinas que ha sido relacionada con las reacciones
inflamatorias que caracterizan esta enfermedad, ya que puede ser producida
constitutivamente tanto por las células del tejido sinovial como por los linfocitos T y B
que lo infiltran. Adicionalmente, se ha observado que la IL-6 es un factor de
crecimiento para los linfocitos B de pacientes con artritis reumatoide, que han sido
transformados en linfoblastos por el EBV, lo cual, segiin opina Kishimoto (32 pudiera
explicar el mimero elevado de esta clase de células que estin presentes en la citada
enfermedad.

Desde el descubrimiento de las principales actividades de la IL-6, varios grupos de
investigadores han tratado de confirmar su participacién entre los mecanismos
responsables de diferentes enfermedades degenerativas y autoinmunitarias. Hasta ahora,
s6lo algunos de los resultados obtenidos parecen apoyar este punto de vista.  Varios
autores estdn en favor de que, a causa de las diversas actividades bioldgicas que
manifiesta la IL-6 sobre distintos tipos de células, la sobreproduccién de ella puede
explicar algunas de las principales manifestaciones, localizadas o generalizadas, de los
pacientes con artritis reumatoide.  Entre éstas se pueden mencionar la infiltracién del
tejido sinovial por células plasmiticas, la produccidn de autoanticuerpos y el aumento en
la produccién de protefnas de fase aguda como la protefna C reactiva [CRP] y la proteina
A amiloide del suero [SAA] (132,

Houssiau et @/ 117, en 1988, propusieron que la IL-6 participa en el desarrollo de
las lesiones articulares de enfermedades como la artritis reumatoide fRA] y la osteoartritis
[OA]. Sus estudios demostraron que el liquido sinovial de pacientes con diversas artritis
inflamatorias contenfa grandes cantidades de esta interleucina, a diferencia del suero de la
mayorfa de los mismos pacientes en donde la concentracién de la IL-6 no se elevaba.
Sin embargo, una tercera parte de los pacientes con artritis reumatoide que fueron
estudiados, presentd una correlacién significativa entre la concentracién en el suero de la
IL-6 y varias protefnas de fase aguda como PCR, al-glucoproteina 4cida, al-antitripsina,
fibrinégeno y haptoglobina. Independientemente de los trabajos anteriores, el grupo de
investigadores dirigidos por Guerne 89 también ha estudiado la participacién de la IL-6
en la aparicién de los sintomas locales y sistémicos de pacientes con distintas artropatias.
Ellos han encontrado que, in vitro y en presencia de suero, los sinoviocitos obtenidos de
pacientes liberan, de manera espontdnea, grandes cantidades de IL-6 (5,200 U/ml = 42
ng rBSF-2), la cual resulta de una masa molecular muy parecida a la IL-6 secretada por
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los monocitos y los fibroblastos de la piel. Al actuar sobre diferentes lfneas celulares,
esta interleucina es capaz de promover la sintesis de Ig, el crecimiento de hibridomas o
plasmocitomas y la produccién de protefnas de fase aguda. Las actividades anteriores,
estimuladas por la IL-6, fueron inhibidas al afiadir anticuerpos anti-BSF-2/IL-6 a los
cultivo de cada Ifnea celular. Asimismo, la produccidn de la citada interleucina también
se estimuldé por la adicién al medio de cultivo de IL-1, TNFa, y linfotoxina [LT] o
TNFB. En los cultivos de sinoviocitos, la primera de estas citocinas es mds potente,
como inductora de la sintesis de IL-6, que la segunda y ésta tltima, a su vez, resulté ser
mejor inductora que la LT. Los mismos autores 89 también observaron que la sintesis
de IL-6 aumenta después de anadir pequefias cantidades de LPS a los cultivos de células
de Ia sinovial.

Los resultados obtenidos por el grupo de Guerne ©9 indican que, in vitro, los
sinoviocitos provenientes de pacientes con enfermedades inflamatorias como la RA y la
espondilitis anquilosante, producen cantidades similares de IL-6/célula que los
sinoviocitos de pacientes con enfermedades no inflamatorias como la osteoartritis [OA] y
la necrosis avascular. Sin embargo, in vivo existen notables diferencias entre la
concentracién de esta interleucina en el liquido sinovial de pacientes con artropatias
inflamatorias y no inflamatorias como la OA. Estas diferencias pueden ser una
consecuencia de la activacién in vive de otras células que infiltran la membrana sinovial
inflamada, como lo son los monocitos activados. Guerne et a/ 85 mencionan que, otra
fuente probable de esta citocina pueden ser los sinoviocitos infectados con
citomegalovirus, que son uno de los muchos inductores de la sintesis de IL-6.  Sin
embargo, los autores mencionados creen que, en las enfermedades artriticas, los
sinoviocitos son la fuente principal de IL-6, ya que este tipo de células constituyen uno de
los principales tejidos de la articulacién y, ademds, se encuentran ubicados directamente
en el sitio de la destruccién de ésta.

Otros resultados de estos mismos investigadores indican que la sintesis de la IL-6
también puede ser inducida por los cristales de urato, pirofosfato e hidroxiapatita, los
cuales se encuentran asociados con artropatias inflamatorias. Este hecho pudiera
explicar el aumento en la produccién de dicha interleucina en estas enfermedades.
Ademds, ellos sefialan que Ja IL-6 producida en los sinoviocitos no contribuye a elevar la
sintesis de colagenasa y PGEy, que han sido identificados como los principales efectores
en la destruccidn de la articulacién, cuando esta es mediada por la IL-1 y el TNF. De
todos modos, como la membrana sinovial de los pacientes con RA tiene un infiltrado
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masivo de linfocitos B y células plasmdticas que producen inmunoglobulinas, entre las
que se encuentra el factor reumatoide que, probablemente, contribuye al depésito
focalizado de complejos inmunes y, ademds, como los sinoviocitos secretan grandes
cantidades de IL-6, que es una interleucina estimulante de la produccién de
inmunoglobulinas, Guerne er al 85 consideran posible que esta interleucina participe de
una manera importante en la aparicién de los signos clfnicos, locales y sistémicos, que
estdn presentes en la artritis reumatoide.

En 1990, Nietfeld y colaboradores 205 informaron acerca de la probable actividad
que desempeiia la IL-6, inducida por la IL-1, en las lesiones inflamatorias de los
pacientes con RA. Ellos mencionan que la primera de estas dos interleucinas parece ser
necesaria para inhibir la sintesis de proteoglicano que es un componente esencial del
cartilago. Sus estudios in vitro, en los que utilizaron cartflago de niiios y adultos sanos,
adultos con osteoartritis y adultos con artritis reumatoide, mostraron que ninguna de esas
muestras produce IL-6 de manera espontdnea.  Sin embargo, la produccién de esta
interleucina se estimula en grandes cantidades (hasta 135 ng/ml), en presencia de rhIL-
1B, rhiL-la o IL-1 natural, dependiendo de las cantidades de estas iltimas citocinas
afiadidas al medio de cultivo. La adicién de las IL-1 al medio también produjo una
disminucién de mds del 25% en la sintesis de proteoglicano, la cual fue determinada por
la incorporacién de 35S0,. Esta reduccién fue menor al afiadir, a los cultivos de
cartflago, suero de conejo anti-IL-6 al 10% y no se observd cuando se usé suero de cabra
anti-IL-6 al 5%. Estos resultados indican que el principal inhibidor de la sintesis de
proteoglicano es la IL-1 y que la IL-6 también lo hace, pero de manera mds limitada.
Ademds, estos autores @9 opinan que la IL-6 puede ser un intermediario en la inhibicién
de la sintesis del proteoglicano, cuando ésta es inducida por la IL-1.

Los niveles elevados de IL-6 encontrados en el sobrenadante de los cultivos de
cartflago, son parecidos a los niveles de la misma interleucina encontrados, por los
mismos autores, en el liquido sinovial de personas con RA muy activa. Swaak er al @85),
en 1988, también han considerado que los niveles de IL-6 del liquido sinovial de
pacientes con RA se correlacionan con la actividad local de la enfermedad.

Por otra parte, Nietfeld er al 205 han propuesto que la IL-6 presente en el liquido
sinovial de las personas con RA se genera, parcialmente, por la induccién de la IL-1
sobre los condrocitos del cartilago de la articulacién, aunque no descartan la posibilidad
de que la IL-6 también sea producida por las células adyacentes al tejido sinovial
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inflamado.  Sin embargo, los resultados obtenidos hasta ahora no han aclarado por
completo la participacién de IL-6 en el curso de las reacciones inflamatorias que
provocan las lesiones articulares de los pacientes con artritis reumatoide. As{ por
ejemplo, los estudios in vitro realizados por Seckinger y colaboradores @53, en 1990,
utilizando células sinoviales y cartflago articular, parecen descartar la posibilidad de que
1a IL-6 sea uno de los elementos responsables de la destruccién del cartflago.

Los resultados de dichos estudios han mostrado que la IL-6 no inhibe la sfntesis del
glucosaminoglucano [GAG] y tampoco interviene en la sintesis del dcido hialurénico,
eventos de los que es responsable la IL-1.  Ademds, Seckinger y colaboradores @53
sustentan esta idea en los resultados de un estudio, no publicado hasta ese momento y
realizado por Hauptmann y Dayer, en el que se han comprobado que la IL-6 no estimula
la produccién de PGE, y de colagenasa. En base a todos estos datos, Seckinger er al
@53 no creen que la IL-6 ejerza un efecto proponderante en la destruccién del tejido
conectivo, al menos, mediante mecanismos que involucran la sintesis de GAG,
colagenasa y PGE,. Sin embargo, consideran posible que IL-6 estimule algunos eventos
proliferativos de 1a RA, pudiendo actuar, de una manera sinérgica con otras citocinas,
sobre los condriocitos o los fibroblastos sinoviales.

9. 8. IL-6 y lupus eritematoso sistémico.

El lupus eritematoso sistémico [SLE] es otra enfermedad autoinmune donde se ha
demostrado un aumento significativo en la produccién de la IL-6. El SLE es una
enfermedad que conduce al dafio de miiltiples érganos, debido a la destruccién celular,
mediada por autoanticuerpos o complejos inmunes. Se caracteriza por una hiperactividad
de las células B, junto con una hipergammaglobulinemia policlonal y antfgeno-especifica.
Los pacientes con esta enfermedad presentan grandes cantidades de células B
linfoblastoides en circulacién que, probablemente, son estimuladas por otro tipo de
células, diferentes a ellas (134,

Existe una literatura médica abundante en favor de que la produccién de
autoanticuerpos y la subsecuente formacién de complejos antigeno-anticuerpo solubles
estd relacionada con la nefritis que se presenta en el SLE (158, De una manera similar,
se han publicado numerosas teorfas que tratan de explicar las causas y los mecanismos



por los cuales se inicia y se prolonga la produccién de autoanticuerpos. Como ejemplo,
a continuacién se describen brevemente algunas de ellas.

En 1978 se demostré que, en este padecimiento, existfan anormalidades en las
funciones de las células supresoras y una reduccién importante de su niimero, lo cual hizo
pensar que habfa una deficiencia en la sintesis de las citocinas que controlan la
produccién y el crecimiento de estas células. Recientemente, otros autores han
observado que, en el SLE, los monocitos, las células T y las células parecidas a las NK
son las que regulan la hiperactividad de las células B (59,  En otros estudios, in vitro, se
ha podido observar que existen deficiencias en la produccién y en la respuesta hacia
citocinas como IL-1, IL-2, IFNy y TNFa y, ademds, en la induccién y respuesta hacia
otros factores de crecimiento y de diferenciacién de células B, después de la estimulacién
externa con lectina /Ag de los linfocitos provenientes de pacientes con SLE.

Los estudios en modelos animales han planteado la posibilidad de que Ia
hiperactividad de las células B en el SLE se deba a una hiperproduccién de citocinas,
secretadas por células distintas a los linfocitos B, tal como en el caso de los ratones
MRL/lpr. En otro de estos modelos se ha propuesto que las células B pudieran tener un
defecto intrinseco, como se sospecha con los ratones NZB/NZW (34,

Desde hace varios aiios, se tienen indicios de que la IL-6 pudiera estar relacionada
con este desorden inmunolégico. En 1988, el equipo de Tanaka @97 observd que el
sobrenadante de los cultivos de células B humanas provenientes de pacientes con SLE
presentaba actividad de IL-6. Asimismo, Hirohata y Miyamoto @9, en 1990,
encontraron un incremento en los niveles de esta citocina en el SNC de pacientes con
SLE. Otro hallazgo significativo fue que la IL-6 exdgena aumentaba la produccién
espontdnea de anticuerpos anti DNA de doble cadena [dsDNA] en los cultivos de
linfocitos de pacientes con SLE (158),  Estos dltimos autores habfan informado en 1990
59 que los linfocitos CD8(+), provenientes de pacientes con SLE apoyaban, en vez de
inhibir, la produccién policlonal espontdnea de IgG, y que actuaban de manera sinérgica,
con las células CD4{+), para producir anticuerpos. Igualmente, observaron que los co-
cultivos de células B con monocitos, linfocitos T, o células no-T no-B contienen IgG
policlonal.  Los co-cultivos que contenfan células T CD4(+) y monocitos fueron los
dnicos que produjeron anticuerpos anti dsDNA, y los co-cultivos que inclufan células
CD4(+) posefan actividad de IL-6. Al afio siguiente, ellos descubrieron la presencia de
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IL-6 e IL-1 en las células del mesangio renal y en las asas capilares glomerulares, en
personas con SLE que padecfan nefritis.

Mi4s recientemente, en 1991, este mismo grupo de investigadores (158 ha realizado
estudios in vitre, cuyos resultados apoyan la hipétesis de que la IL-6 pudiera ser un factor
patogénico en este padecimiento. Ellos han encontrado que el suero de pacientes con
SLE, en fase activa, posee niveles elevados de IL-6 los cuales se correlacionan con la
actividad de la enfermedad. Ademds, observaron una mayor cantidad de RNAm para
IL-6 que para IL-1, TNFa y B, IL-2 o IL-4, en las células monociticas de sangre
periférica [PBMC], sin estimular, recién extrafdas de 11 personas con SLE. En este tipo
de células, sélo los anticuerpos anti-IL-6 y los anticuerpos anti-TNFo inhibieron
parcialmente la sfntesis de IL-6, mientras que los anticuerpos anti-IL-4 incrementaron la
produccién de ella al triple. Los mismos autores informan que, en varios pacientes con
SLE, del 10% al 15% de los linfocitos y del 15% al 80% de los monocitos son las células
productoras de la IL-6 la cual, a su vez, es la inductora de la produccién espontinea in
vitro de IgG. Al mismo tiempo encontraron que la produccién de la inmunogiobulina se
inhibe considerablemente si se adicionan anticuerpos anti-IL-6, o anti-IL-1 observédndose,
incluso, que acttian de manera sinérgica. Cabe sefialar que la produccién espontdnea de
1gG se restablecié cuando se les afiadié IL-6 exdgena a los cultivos de PBMC que habfan
sido tratadas con anticuerpos anti-IL-6, o con anticuerpos anti-TNFa.. Los autores de
estos trabajos (158 piensan que la IL-6 encontrada en los sobrenadantes de los cultivos de
PBMC, provenientes de pacientes con SLE, la producen principalmente los monacitos.
Esta aseveracién la fundamentan en los presentes resultados y en otros previos® , donde
ellos ya habfan observado que los linfocitos B no estimulados, obtenidos de personas con
SLE, requerfan de la presencia de linfocitos T y de monocitos, para restablecer
éptimamente su produccién espontinea de IgG .  Asimismo, ellos 158 sostienen que la
produccidn excesiva de IL-6 es la responsable de la hiperactividad de los linfocitos B en
el SLE , aunque reconocen que podrfan ser mds de una las citocinas que se encuentran
involucradas en la sobreproduccién de IgG. Una de tales citocinas pudiera ser el TNFa,
cuyos bajos niveles han sido vinculados a esta enfermedad. En el mismo caso se
encontrarfan la IL-1, que ha demostrado ser uno de los activadores de la hiperactividad
de las células B, en este padecimiento @97, o la IL-4, que segin Te Velde er al ),
inhibe la secrecién de IL-6 en los monocitos.

Aunque no se sabe qué es lo que genera la produccién elevada de la IL-6, en los
pacientes con SLE, el equipo de Linker-Israeli (58 cree que los anticuerpos anti-
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linfocitos, presentes en los pacientes con esta enfermedad, o los complejos inmunes Ag-
Ac que formen, pudieran ser el estfmulo para la produccién in vive de esta interleucina .

Por otra parte, los trabajos recientes de Klashman et @/ 139, muestran que las células
B linfoblastoides, provenientes de pacientes normales e inmunizados con el toxoide
tetdnico, requieren de la IL-6 y del factor soluble CD23, para poder producir grandes
cantidades de IgG anti-toxoide tetdnico, en el medio de cultivo. Este mismo grupo de
investigadores compard la respuesta que provoca la IL-6 y el CD23 en las células
linfoblastoides normales, en células linfoblastoides de SLE (ambas inducidas con toxoide
tetdnico), o en células linfoblastoides de SLE inducidas endégenamente. Aqui, ellos
encontraron que la IL-6 era necesaria en las tres clases de células linfoblastoides para la
produccién de anticuerpos IgG anti-toxoide tetdnico [IgG-Tet], y que la presencia de la
molécula CD23 en el medio estd asociada a un incremento en la produccién de los
anticuerpos IgG, IgM e IgA, también inducidos por la IL-6, en las células mencionadas.
Uno de sus primeros resultados fue que las células linfoblastoides sin estimular, obtenidas
de personas con SLE, producen espontineamente el Ac policlonal citado al cultivarlas en
un medio libre de suero, tal y como otros autores ya lo habfan informado. También
comprobaron que los cultivos de estas células secretan grandes cantidades de IL-6 (38 +-
12.9 U/ml). Las subpoblaciones de células productoras de anticuerpos eran mds
grandes, en tamafio, que la mayoria de los linfocitos B circulantes. Ademds, casi todas
las células linfoblastoides de personas con SLE mostraron el fenotipo CD19(+), mientras
que aquellas que fueron responsables de la produccién de anticuerpos presentaron el
fenotipo poco comin CD20¢),

En este mismo trabajo 134 se refiere que la administracién de rIL-6 a los cultivos de
células linfoblastoides de SLE, estimuladas y no estimuladas, casi no modificé los niveles
basales de IgG-Tet. En otro experimento en el que se utilizaron este mismo tipo de
células, la adicién de un exceso de anticuerpos anti IL-6 ocasioné una disminucién de
esta inmunoglobulina policlonal en un 40%, lo cual fue restitufdo al agregar IL-6
recombinante.  S6lo 7 sobrenadantes de células linfoblastoides de pacientes con SLE
presentaron anticuerpos anti dsDNA, cuya produccién fue inhibida por anticuerpos anti
IL-6. De la misma forma, el sobrenadante del medio RPMI 8866 (el medio de cultivo
que contiene una lfnea celular lifoblastoide B, transformada por el EVB y usada por los
autores como fuente de CD23) también incrementé la produccién de anticuerpos anti
dsDNA. El efecto inductor de la IL-6 y el CD23 en la sintesis de estos autoanticuerpos,
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o en la respuesta policlonal de las células linfoblastoides fue muy semejante en ambos

Casos.

Klashman y su equipo de investigadores ®34 opinan que el exceso de IL-6
encontrada en el sobrenadante de los medios de cultivo utilizados en sus experimentos fue
producida por los linfocitos B o se debe a una anomalfa en su metabolismo. Los mismos
autores consideran que otras fuentes de esta interleucina podrfan ser los monocitos, las
células NK o linfocitos T contaminantes. En este ltimo caso, las células T CD40)/CD8®
o células "doble negativas" que expresan receptores o/B, se han encontrado en
proporciones muy elevadas en pacientes con SLE, y se cree que son las que incrementan
la produccién de anticuerpos anti-DNA. Los ganglios linfiticos de animales con
enfermedades auntoinmunitarias también contienen células "doble negativas”, las cuales
se consideran como la fuente potencial de la elevada cantidad de citocinas sintetizadas en
los ratones MRL/Ipr.

9. 9. IL-6 y la glomerulonefritis proliferativa del mesangio.

‘ La glomerulonefritis proliferativa del mesangio [PGN] es una enfermedad del riiién
que, en su fase primaria, se puede manifestar como una nefropatfa por depésito de
complejos inmunes cuyos anticuerpos pueden ser IgA o IgM, principalmente. Desde el
punto de vista histoldgico, la enfermedad se caracteriza por un notable incremento de las
células del mesangio. Por- esta razén se cree que en su patogenia intervienen algunos
factores capaces de estimular el crecimiento de estas células .

El factor de crecimiento derivado de plaquetas [PDGF-1], la IL-1 y los
sobrenadantes del cultivo de macréfagos son algunos de los factores estimulantes,
derivados del sistema inmunitario, que han sido propuestos como responsables de la
expansién del mesangio glomerular. Sin embargo, en algunos estudios recientes se opina
que m4s bien son los factores liberados por ias mismas células del mesangio los que
parecen estar involucrados en la patogénesis de la PGN.

El punto de vista anterior se pudo sostener cuando, en 1989, Horii er a/ (1D
demostraron, en ratas, que la IL-6 podia ser sintetizada por las células del mesangio
cuando éstas se cultivaban en un medio complementado con suero fetal de ternera [FCS],
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ya sea en presencia o en ausencia de LPS. Los mismos autores también encontraron
RNAm para la IL-6, tanto in situ como en los cultivos de las células mencionadas.

Al extender sus estudios, ellos pudieron observar que la rIL-6 promueve la
proliferacién in vitro de las células del mesangio de rata. De modo que, en vista de
todos estos resultados, se pudo proponer que la interleucina podfa ser un factor de
crecimiento autécrino para las células del mesangio de las ratas. El efecto observado fue
dependiente de la dosis y la proliferacién de las células se observé cuando las
concentraciones de la interleucina estaban entre los 2 y los 200 ng/ml .

Por otro lado, el mismo grupo de investigadores (111 demostré la presencia de
cantidades significativamente elevadas de IL-6 (30 a 126 pg/ml) en la orina de 19
pacientes con glomerulonefritis proliferativa del mesangio [PGN], mientras que la misma
citocina s6lo fue encontrada en 2 de 27 personas con una nefropatfa membranosa. La
actividad de IL-6 en estas muestras se pudo inhibir con anticuerpos monoclonales [mAc]
anti IL-6. De la misma manera, ellos también demostraron que existe una relacién entre
la cantidad de IL-6 presente en la orina y el estadio progresivo de la PGN, sugiriendo que
ésto podfa ser itil para el diagnéstico diferencial y para vigilar el curso de la enfermedad.
Aunque los autores (1! no explican por qué sélo el 50% de los pacientes con PGN
presentan la IL-6 en orina, de todos modos ellos proponen que la tasa de sfntesis de esta
interleucina probablemente cambia en el curso de la enfermedad y que su produccién
descontrolada puede ser una causa del crecimiento patoldgico de las células del mesangio,
en la PGN .

TABLA XIII. ENFERMEDADES RELACIONADAS CON LA DESREGULACION
DE LA EXPRESION DEL GENE DE LA IL-6 132,

Linfomas,

Plasmocitomas,

Mielomas,

Artritis reumatoide,

Enfermedad de Castleman,

Mixoma cardfaco,

Glomerulonefritis proliferativa del mesangio.
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9. 10. IL-6 y la Diabetes Mellitus.

Desde hace dos décadas se conoce que la diabetes tipo I o diabetes mellitus insulino
dependiente [IDDM], es una enfermedad autoinmunitaria crénica.  Hace apenas unos
pocos afios que se descubrié 1a participacién de los linfocitos T y de las células NK en la
destruccion de las células B de los acinos del pancreas de ratas propensas a la diabetes.
También se pudo comprobar que es posible prevenir la aparicién de la enfermedad si a
los animales (ratas BB) se les administra silica o anticuerpos monoclonales con una
especificidad dirigida contra los linfocitos T @24,  Como una conclusién de los trabajos
anteriores, se propuso que las citocinas producidas por los macréfagos activados durante
el proceso de insulinitis, eran las que generaban la destruccién de las células § del
péncreas de las ratas, en el curso de la IDDM, porque eran las responsables de la
activacién de los linfocitos T citot6xicos @72) ,

Actualmente se acepta la idea de que la destruccién de las células 8 de los islotes de
Langerhans la llevan a cabo los linfocitos T después de ser estimulados por la accién de
citocinas como el TNFa, la IL-1 y la IL-6, También existe la posibilidad de que,
directamente, estas mismas sustancias solubles pueden dafiar la estructura, el
funcionamiento y la viabilidad de las células de los islotes del pdncreas.

En favor de este iltimo punto de vista estin los estudios de Campbell er al ©2),
quienes, en 1989, encontraron que en los islotes de Langerhans murinos y en las células
del insulinoma RIN-mSF de rata se puede producir IL-6 y RNAm para ella, cuando a sus
cultivos se les adicionan IFNy, TNFa, o ambos. Una vez confirmada la produccién de
IL-6 en el pdncreas, surgié otro hallazgo interesante al observar que, in vitro, la
secrecién de insulina se incrementa en los islotes al adicionarles rIL-6, lo cual fue
confirmado por Sandler er a/ 248 un afio después. Cabe sefialar que, en 1989, Josefsen
et al 126}  habfan propuesto que la IL-6 ejercfa una accién moduladora, de manera
endégena, en la estructura y la funcidn de las células B del pdncreas y que,.en 1990, se
conocié que los pacientes a los que recién se les habfa diagnosticado la IDDM posefan
niveles séricos elevados de IL-18 y de TNFa @72)

) Los estudios que se realizaron a continuacién revelaron que, en los cultivos de
células de los islotes de Langerhans del pdncreas de ratas, la IL-6, al igual que la IL-1§,
es una citocina capaz de inhibir la secrecidn de insulina inducida por glucosa. Este efecto
se presenta a las 24 horas de iniciado el cultivo, siendo dependiente de la dosis afiadida.
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Sin embargo, aunque ambas citocinas también mostraron una accién inhibitoria aditiva en
la induccidn de la insulina producida por estas células, los autores de este trabajo @72 no
creen que la IL-6 medie los efectos citotoxicos de la IL-1B en la IDDM.

Mi4s recientemente, Jiang y Woda (24, en 1991, han observado, en ratas BB, la
presencia de células mononucleares (presuntivamente macréfagos), infiltrando los islotes,
las glandulas de secrecién exécrina que los circundan, los ductos, los vasos y el
instersticio del pincreas. Ademds, en estos tejidos ellos lograron demostrar la presencia
de TNFa, IL-1 e IL-6. Las células que sintetizaban las dos primeras de estas moléculas
eran mds abundantes que las que sélo producfan la tercera. Este hallazgo representa otro
punto de apoyo a la teorfa de que las citocinas son un factor importante en la destruccién
de las células B del pdncreas.

9, 11. Infecciones e IL-6.

9. 11. 1. Infecciones bacterianas,

Un hecho conocido que ya ha sido mencionado varias veces en los capitulos
anteriores, es la actividad biolégica de los LPS o endotoxinas de las bacterias Gram
negativas como uno de los inductores mas potentes de la expresién del gene de la IL-6 en
los cultivos de fibroblastos y monocitos o macréfagos humanos ¥,  Para investigar la
produccién de esta interleucina in vivo, el mismo grupo de investigadores de Helfgott 0
cuantific6 sus niveles en diversos fluidos biolégicos obtenidos de pacientes con
infecciones bacterianas agudas.

Los resultados de ese y otros estudios realizados por el mismo grupo de
investigadores 1, publicados en 1989, han revelado que, en las infecciones locales por
Gram positivos y Gram negativos, hay una secrecién elevada de diversos isotipos de IL-
6, con PM que fluctian entre 23 y 30 kDa y de 60 a 70 kDa, en diferentes fluidos
corporales. As{ por ejemplo, cuatro personas con meningitis bacteriana aguda, causada
por Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes (dos
casos), alcanzaron mds de 500 ng/ml de IL-6 en el liquido cerebroespinal ®V,  Los
autores de este estudio también encontraron que la IL-6 en el suero tenia una
concentracién de 5 a 70 ng/ml en tres personas con bacteremia por Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Neisseria meningitidis. En otras personas con meningitis y
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bacteremia, los niveles de IL-6 en el suero fueron 10 a 100 veces mayores que en estos
liltimos tres casos. Ademds, el liquido sinovial del tobillo de un paciente con artritis
pi6gena causada por Streptococcus canus contenfa 190 ng/ml de IL-6. Los resultados
anteriores, han conducido a proponer que la produccién de IL-6 se puede elevar como un
resultado de infecciones bacterianas y que esto puede ser una respuesta local o sistémica,
generalmente inducida por los LPS que contienen las bacterias %490,  Este dltimo grupo
también ha propuesto a la IL-6 como uno de los elementos que participan en la respuesta
de la mucosa hacia las infecciones por bacterias Gram negativas, vivas o muertas.

Por otra parte, el grupo de Van Damme ©20 ya habia sugerido, en 1989, que no sélo
las células inmunocompetentes participan en la respuesta del organismo hacia las
infecciones virales o bacterianas, sino que también lo hacen y de una manera importante,
otras células accesorias que no pertenecen al sistema inmunitario, como los fibroblastos y
las células endoteliales o los queratinocitos 8%, Ellos 320 sugieren esta idea porque han
observado la produccién simultdnea de IL-6, IFNP y una actividad estimulante de
coloniass de granulocito/macréfago [GM-CSA] en células humanas y animales que son
estimuladas in vitro con IL-1, poli rI/rC, virus infecciosos (como el del sarampién y la
rubeola) o virus de laboratorio (Sendai, Mengo y Newcastle). Las tres citocinas se
sintetizaron en los fibroblastos en una forma dependiente de las dosis utilizadas de virus,
Escherichia coli o poli rI/rC. Los virus infecciosos fueron los que mds indujeron la
sintesis de IL-6 (por arriba de 20,000 U/mi) en los fibroblastos humanos. Estos valores
son similares a los encontrados en pacientes con infecciones virales agudas del SCN 6.
%),  En estos casos, la IL-6 inducida se neutraliz6 con anticuerpos anti-hIL-6.

En 1989, Van der Meer y su equipo 23 informaron que la IL-6 inyectada a ratones
con una granulocitopenia experimental les proporcionaba un efecto protector muy leve
contra la infeccidn letal por Pseudomonas aeuroginosa, aun administrando dosis altas de
la interleucina (800 ng).

De Man e al ®V informaron, durante ese mismo afio, varios datos importantes
referentes a la cinética de produccién de la IL-6 en el tejido de la mucosa.  Ellos
observaron que los ratones C3H/HeN presentaron aumentos en la concentracién de IL-6,
!nés répidamente y en mayor cantidad en la orina que en el suero (> 1,000 U/ml versus
78 U/ml). Ademds, observaron que cuando los niveles de la interleucina en el suero
permanecen elevados, sus niveles en orina se encuentran bajos, después de ser infectados
con Escherichia coli, local o sistémicamente. Los niveles de la IL-6 producida por estos
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ratones, después de la infeccién, mostraron una relacién con el nimero de bacterias
presentes en la vejiga y en los rifiones, asf como con el grado de infeccién, formando
parte de la respuesta inflamatoria. Los ratones C3H/HeJ (una cepa que no produce IL-6
cuando los animales son estimulados con LPS) sélo la sintetizaron como un resultado del
daiio tisular (en el momento de la cateterizacién), aunque en mucho menor cantidad que
los ratones de la primera cepa.

En vista de que los LPS bacterianos son los responsables de los cambios in vive en
los niveles que tienen en el suero ciertas citocinas como IL-1, TNF« e IL-6 y, de que la
segunda de ellas es uno de los mediadores del shock bacterémico fatal, tanto en el
hombre como en los animales, Starnes ef al 289, en 1990, utilizaron un modelo animal de
shock séptico con la finalidad de investigar los efectos del bloqueo de la IL-6 en las
infecciones agudas por Escherichia coli, basindose en el hecho de que dicha interleucina
es un mediador importante que participa en la respuesta inflamatoria contra las
infecciones Gl 64, 130 E[ equipo de investigadores de Starnes @80 encontré que la
administracién previa del anticuerpo de rata anti IL-6 evita la muerte de los ratones que
reciben la inyeccién endovenosa de una dosis letal de Escherichia coli o de TNFa.
Ellos opinan que el TNF es un control positivo de la IL-6 in vivo, debido a que el
pretratamiento de los ratones con anticuerpos anti-TNFa disminuye notablemente (70%)
los niveles de la interleucina en el suero. Todos estos datos vienen a confirmar los
resultados de trabajos anteriores ©4, realizados en mandriles, en los cuales se habia
podido comprobar que los animales presentaban una reduccién en la produccién de la IL-
6 después de la administracién de anticuerpos anti-TNFa.  Starnes er al/ @89 también
observaron, in vivo, que los mAc anti-rmIL-6 aumentan la induccién del TNFa en
animales inyectados con Escherichia coli.  Este resultado es congruente con otros
trabajos @ 250, 262) en los que se informa que la administracién de IL-6 reduce la
produccién de TNFa inducida por LPS, tanto in vitro como in vivo. De acuerdo a todos
estos resultados, el equipo de Starnes 280 sostiene la hipdtesis de que la IL-6 puede ser,
ademds, uno de los factores responsables de los efectos letales que se presentan durante
las infecciones, participando asf en la patofisiologia de éstas. Por ello proponen 280 que
en la terapéutica de las infecciones se utilizen tratamientos con sustancias que impidan la
expresién de la IL-6 o que bloqueen la unidn con su receptor, asf como sustancias
antagénicas a dicha interleucina, particularmente en los casos de las personas que se
encuentren en alto riesgo de padecer infecciones graves.
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En un estudio llevado a cabo por Deviere er al 62, en 1991, se encontré que, en tres
pacientes con cirrosis hepdtica alcohélica que presentan complicaciones por infecciones
con Escherichia coli y en otro caso infectado por Streptococcus faecalis, los niveles de
IL-6 y de TNFa se encontraban elevados en el ifquido de ascitis. Los valores de esas
dos citocinas en el suero estaban ligera e inconsistentemente elevados. Sin embargo, se
observd que después de administrar la antibiSticoterapia regresaron a sus niveles
normales. En base a estos resultados, los autores sugirieron que la cuantificacién de
ambas citocinas, en el liquido de ascitis, puede ser un procedimiento de laboratorio ttil
para confirmar el diagnéstico de la infeccién y para controlar la evolucidn de pacientes
con una peritonitis bacteriana espontdnea. Cabe mencionar que Deviere er al 3, en
1989, ya habfan encontrado niveles elevados de esta interleucina en personas con cirrosis.

En relacién a la produccién de IL-6 en el caso de infecciones por microorganismos
Gram positivos, Havell y Sehgal ®” han observado que las inyecciones endovenosas de
dosis letales y subletales de Listeria monocytogenes inducen la produccién de IL-6, INF
a/f y TNF en el bazo de ratones sanos; mientras que en el suero de los animales sdlo se
enconiraron las dos primeras citocinas. La induccidén de la sfntesis de IL.-6 depende del
nimero de bacterias presentes en el bazo y se produce, preferentemente, de una manera
independiente de la produccién del TNF, ya que en aquellos ratones a los cuales se les
administraron simultdneamente anticuerpos anti-TNF se observé un incremento
progresivo en los niveles de IL-6, el cual se mantuvo hasta la muerte de los animales.
Estos resultados fueron consistentes con los que habfan sido informados anteriormente
por Jablons et al 122}, quienes encontraron que la inyeccién de TNF aumenta los niveles
de la IL-6 en la sangre. Los resultados anteriores ®9 también concuerdan con los de
otros trabajos que refieren una elevacién en la concentracién de IL-6 en casos de toxemia
experimental inducida en humanos 3 y en pacientes con infecciones ®1) ,

Un aspecto interesante de la actividad biolégica de la IL-6 en el curso de las
infecciones ha sido comentado por Shiratsuchi et al @65, quienes en 1991 encontraron que
las citocinas podian ejercer un doble efecto durante el establecimiento de las infecciones
por Mycobacterium avium. En sus estudios, realizados in vitre, observaron que la 1L-6,
la IL-3, la IL-la y el M-CSF favorecen el crecimiento intracelular de Mycobacterium
aviurn 86m2096 (una cepa relativamente avirulenta que ha sido relacionada con las
infecciones por el HIV) en los monocitos humanos. En el caso de la primera de las
cuatro citocinas, el efecto sobre el crecimiento intracelular del Mycobacterium avium fue
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dependiente de la dosis. Adem4s, la rIL-6 y la rIL-lo también indujeron el crecimiento
de ésta bacteria en los cultivos de tejidos desprovistos de monocitos.

9. 11. 2, Infecciones virales e IL-6.

Desde hace tiempo se conoce que, en algunas infecciones virales persistentes, la
produccién prolongada de anticuerpos contra los antigenos de los microorganismos
provoca el desarrollo de una enfermedad por complejos inmunes.  Estas infecciones
experimentales, como es el caso de la coriomeningitis linfocftica de los ratones,
generalmente se encuentran acompaiiadas de una invasién viral de las células Ty B y de
varios tejidos como el cerebro y otros érganos no linfoides @93) ,

Algunas células infectadas crénicamente por virus promueven la sfntesis y la
secreci6n de diversas citocinas, entre las que se encuentra la IL-6. Un ejemplo de ello lo
constituyen los linfocitos B que han sido infectadas por el EBV, los cuales producen IL-6
y expresan receptores de superficie para esta citocina, de modo que se puede decir que la
infeccién es un evento que promueve el crecimiento autderino de esas células (290, 305)

En experimentos realizados con ratones se ha observado que la respuesta
inmunolégica no siempre es la misma cuando los animales son infectados con un solo tipo
de virus. De esta forma, las citocinas que se producen, el tipo de células
inmunocompetentes que infiltran el tejido infectado y su localizacién varfan segiin las
cepas de los animales utilizados y el tipo de infeccién viral inducida en ellos. Un estudio
realizado recientemente por Moskophidis et al @9 contiene resultados que son un
ejemplo de lo anterior. Estos autores demostraron que los ratones NMRI, infectados de
una manera persistente con el virus de la coriomeningitis linfocftica (LCMV) producen
cantidades significativamente elevadas de IL-6 en el lfquido cerebroespinal [CSF] y, en
cambio, cantidades reducidas de la misma interleucina en el suero. Ademds, se
comprobd la sfntesis de todos los isotipos de IgM, IgG e IgA especificas para el virus y
una infiltracién importante de los tejidos del animal por linfocitos T CD4(+), linfocitos B,
células plasmdticas, macréfagos y algunas células CD8(+), 1a mayorfa de ellas activadas y
localizadas principalmente en los espacios subaracnoideos y en los rifiones. Al utilizar
ratones CBA/J y provocarles la misma infeccién intracerebral con el LCMV, las
meninges y el plexo coroides estdn infiltrados con células CD8(*+) y monocitos.  Sin
embargo, los animales de esta cepa producen grandes cantidades de IL-6 e INFy tanto en
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el CSF como en el suero. Aparentemente, en el curso de las infecciones experimentales
causadas por el LCMV, el origen de las citocinas son los linfocitos T, los macréfagos de
las meninges, las células de la microglia y los astrocitos, tal como habfa sido propuesto

previamente por Frei er al €7,

9. 11. 3. IL-6 y el Sfndrome de la I deficiencia Adquirida [SIDA].

La infeccién con el HIV y el SIDA que se desarrolla posteriormente presentan
como caracteristica una activacién policlonal de las células B, hipergammaglobulinemia,
un incremento en el nimero de células secretoras de Ig, presencia de autoanticuerpos,
una disminucidn en las respuestas especificas hacia antigenos y mit6genos, asf como una
incidencia elevada de linfomas de células B @8, Debido a que estd bien definida la
funcién de la IL-6 en la diferenciacién de los linfocitos B, se piensa que la produccién no
controlada y constitutiva de esta interleucina puede ser la causa de la activacién policlonal
de las células B, dando como resultado la hipergammaglobulinemia y la produccién de
autoanticuerpos en pacientes con ciertos tumores ¥ .  Por esta razdn, existe la idea de
que la IL-6 también se encuentra involucrada en algunas de las manifestaciones clfnicas
de los pacientes con SIDA o infectados con el HIV, tal y como ha sido informado por
diversos grupos de investigadores. En apoyo al punto de vista anterior se pueden tomar
los resultados de trabajos publicados por Gallo er al 2 quienes han encontrado IL-6 en
el flufdo cerebroespinal de 16 pacientes infectados con el HIV. Por otra parte, otros
autores @ 72, 186 refieren que los cultivos de monocitos expuestos al HIV incrementan su
produccién de IL-6 y que el NF-IL6 se une al promotor del HIV

En 1989, Nakajima er al @) informaron que, in vitro, las células mononucleares de
sangre periférica [PBMC], principalmente los monocitos de donadores sanos, que son
expuestas al HIV (vivo o inactivado) y al HIV no infeccioso (capaz de inducir la
expresién del gene de la IL-6), producen RNAm para la IL-6 y secretan esta interleucina.

Un afio después, el grupo de Breen @9 evalué la produccién de IL-6 en personas
infectadas con HIV, bien sea que solo expresaran el complejo relacionado al SIDA
[ARC] o que se tratara de pacientes con el SIDA. Ellos encontraron niveles altos de IL-
6 (de 1.3 a 18 U/mli) y de CRP (44 mg/l) en el plasma de todos los pacientes infectados
i)or el HIV.  También observaron que, en las células mononucleares de la sangre
periférica [PBMC] recién aisladas y sin estimular de dichos pacientes, habfan niveles
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elevados de RNAm para IL-6, los cuales se correlacionaron bien con los valores de la
misma interleucina en el suero, previamente cuantificados. Estas mismas células
también presentaron un aumento en la produccién espontdnea de anticuerpos de la clase
1gG. Los cultivos de PBMC de los pacientes infectados con el HIV secretaron
cantidades altas de IL-6, siendo los monocitos los principales productores de la
interleucina. Los incrementos en la concentracién de IL-6 en el suero de los pacientes
alcanzaron a ser hasta 16 veces los valores de la misma encontrados en pacientes no
infectados y personas normales, y no estuvieron relacionados al estado clfnico de la
enfermedad o a la coexistencia de infecciones. De acuerdo a estos resultados, los
autores citados @8 sostienen la opinién de que la IL-6 es, probablemente, la responsable
de la secrecién policlonal de Ig en los pacientes infectados con el HIV. Ademis, ellos
mismos creen que esta interleucina puede estar involucrada en la patogenia del cuadro
clinico que presentan las personas infectadas con este virus y que el HIV induce la
produccién de cantidades elevadas de 1L-6 in vivo .

En otros estudios publicados también en 1989, Oxholm er a/ @18 encontraron
actividad de TNFa e IL-6 en las biopsias de piel, provenientes de pacientes con SIDA y
con sarcoma de Kaposi [KS]. Esta neoplasia es una lesién vascular multifocal que
generalmente complica la infeccién por el HIV, aunque también puede presentarse en
otros estados de inmunosupresién como en pacientes a los que se les han practicado
transplantes renales o cardfacos. Los resultados anteriores 218 se correlacionan con la
observacién de que las lfneas celulares derivadas del sarcoma de Kaposi obtenido de
pacientes con SIDA, producen varias citocinas y factores de crecimiento (186} |

Como el HIV incrementa la produccién de la IL-6 en los monocitos @0, Miles y
colaboradores (186) decidieron estudiar la produccién y la respuesta hacia dicha
interleucina, tanto en lfneas celulares como en el tejido tumoral del sarcoma de Kaposi,
provenientes de pacientes con SIDA.  Utilizando las lfneas celulares N521J y EKS3,
ellos demostraron la presencia de mRNA para la IL-6 asf como para el IL-6R. Ademds,
las dos lfneas celulares mencionadas secretan grandes cantidades de esta IL y expresan el
receptor para ella, siendo ambas moléculas biolégicamente activas. El tejido circundante
recién aislado de una lesidn de sarcoma de Kaposi también mostr6 la presencia de IL-6 y
del IL-6R, aunque en menores cantidades que el tejido comprometido por este tipo de
lesidn.
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Estudios adicionales revelaron que la rhIL-6 también estimula la proliferacién de
estas lfneas celulares y que la tasa de multiplicaciones de las mismas se encuentran
disminuidas cuando al medio de cultivo, que contiene la Ifnea celular EKS3, se afaden
anticuerpos anti IL-6 o un oligonucleétido antisentido de IL-6. La adicién de este dltimo
oligonulceétido sintético al medio de cultivo también provocé una disminucién en la
sintesis de IL-6 por dichas células.  Sin embargo, la proliferacién se restituyé al
adicionarles hrIL-6. Al tomar en cuenta estos resultados, Miles er al (80 han
manifestado que la IL-6 pudiera ser un factor de crecimiento autécrino para las células
del sarcoma de Kaposi y que su produccién puede estar inducida por citocinas o por las
células epiteliales infectadas con virus entre los que se encuentran el HIV y el
citomegalovirus (28,258) |

El grupo de Honda M9 en 1990, ha utilizado una técnica mds sensible
(luminiscencia de ELISA en sandwich) para medir los niveles de la IL-6 en el suero de
pacientes infectados con el HIV y sus resultados mostraron aumentos mucho mayores a
los que habian sido informados por otros autores. Asf por ejemplo, las personas HIV
seropositivos y asintomdticas tenfan valores de IL-6 casi quintuplicados, en relacién con
las personas sanas, en las cuales la interleucina tenfa una concentracién sérica de 9.5
pg/ml.  Aquellos pacientes infectados por el HIV que presentaban el complejo asociado
al SIDA [ARC] alcanzaron cantidades de IL-6 casi 12 veces mayores que las de los
individuos normales, mientras que en los enfermos con el SIDA los valores de la
interleucina llegaron a sobrepasar casi 30 veces los niveles de la poblacién sana.
Ademds, todos estos valores se correlacionaban perfectamente con el grado de progreso
de la enfermedad.

Los estudios anteriores fueron complementados con otras pruebas, realizadas in vitro
en los diferentes grupos de personas infectadas con el HIV, las cuales revelaron que
existe una relacién significativa entre los niveles de IL-6 y los del receptor soluble para la
IL-2 (sIL-2R). La cantidad de sIL-2R en el medio se duplica si al cultivo se afiade IL-6
y disminuye en forma considerable al agregar mAc anti-IL-6 a las PBMC activadas con
PHA e infectadas, posteriormente, con el HIV. Cabe sefialar que este mismo equipo de
investigadores habfa encontrado anteriormente una relacién significativa entre los niveles
de sIL-2R y el grado de enfermedad en las personas infectadas por el HIV. Los autores
de este trabajo 119 apoyan la hipétesis de que los fagocitos mononucleares y las células T
infectadas por el HIV podrian ser las productoras de la IL-6 circulante, la cual, a su vez,
estimula a los linfocitos B para que produzcan grandes cantidades de Ig en una forma
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policlonal. Ellos @19 piensan que los niveies altos de IL-6 deben ser un hallazgo comiin
en las enfermedades que tienen una patogénesis inmune, puesto que ya se han encontrado
niveles elevados de dicha interleucina en pacientes con tuberculosis, en mielopatfas
asociadas al virus linfotrépico de células T humanas y en las leucemias de células T de
personas adultas.
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Figura 20. Representacién esquemdtica de algunas de las principales actividades bioldgicas de la IL-6
en ¢l organismo de una persona infectada con el HIV.
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Mds recientemente, en 1991, los trabajos de Amadori et al ™ han estado dirigidos al
estudio de los procesos que producen la activacién especffica e intensa de los linfocitos B
de sangre periférica, en pacientes infectados con el HIV-1.  Sus estudios, realizados in
vitro, parecen confirmar que, en las personas infectadas con el HIV, los monocitos y la
IL-6 tienen una participacion importante como factores responsables del aumento en Ia
produccién de anticuerpos.  En los cultivos de células mononucleares de Ia sangre
periférica [PBMC] de dichos pacientes se pudo observar que, después de extraer las
células accesorias, ocurria una disminucién importante en la sfntesis espontinea de
anticuerpos anti-HIV y en la produccién total de Ig. Ambos efectos se pudieron restituir
al agregarle rIL-6 al medio de cultivo. Ademds, la adicién de anticuerpos anti-IL-6 a los
cultivos de PBMC no fraccionados, inhibié la produccién de anticuerpos anti-HIV-1, en
una forma dependiente de la dosis. Los niveles séricos y la produccién in vitro de IL-6
por las PBMC, no fraccionadas, ya sea estimuladas con LPS o no, fue muy similar tanto
en las personas sanas como en aquellas seropositivas para el HIV (drogadictos) que se
encontraban en diferentes estadios de la enfermedad.

De acuerdo a los resultados anteriores, Amadori es al ™ piensan que la IL-6 es un
factor importante en la desrregulacién de los linfocitos B, observada en el curso de la
infeccién por el HIV, Ademds, ellos sefialan que no hay que perder de vista lo anterior,
puesto que en estudios de otros investigadores se ha observado que las células B activadas
producen grandes cantidades de IL-6 y de TNFa, Ias cuales son citocinas que aumentan
la expresi6n y la replicacién del HIV en las lineas celulares infectadas crénicamente @29,

En ese mismo aiio de 1991, Schnittman y colaboradores @51 informaron otros
resultados muy interesantes que aportaron fundamentos a una teoria que trata de explicar
la disminucidn de las células T, observada en la infeccién por el HIV. Cabe sefialar que
Ia infeccién por este virus produce, en los humanos, la disminucién de la poblacién y las
funciones de los linfocitos T CD4(+), por efecto citopdtico y muerte celular.  El trabajo
de Schnittman et a/ @51 apoya la idea de que los cambios en el microambiente del timo
pueden alterar el desarrollo de los timocitos durante la infeccién por el HIV. Este grupo
de investigadores se basd en las sugerencias de Fauci 9 quien propuso que la capacidad
regenerativa anormal de los linfocitos T CD4+), maduros, podria deberse a la infeccién
del HIV, ya sea en ellas mismas, en sus células precursoras, en sus células madres, o en
las células que se encargan de sintetizar los factores de crecimiento necesarios para la
regeneracién de los linfocitos mencionados.
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Schnittman y su equipo ya habfan observado, en 1990, que los precursores
intratfmicos de células T, en diferentes etapas de su desarrollo, podfan infectarse con el
HIV. En ese mismo ano, también se habfan encontrado algunas fallas en el
funcionamiento del microambiente intratimico, especificamente en las células epiteliales
[TE] y en las células dentrfticas. Ademds, los estudios realizados sobre ellas revelaron
que las primeras podian producir IL-6, IL-1a y 8, G-CSF, GM-CSF y LIF, in vitro, las
cuales eran citocinas necesarias para la proliferaciéon y la diferenciacién de los
precursores hematopoyéticos que migran al timo durante el desarrollo fetal y postnatal del
hombre (49 |

Otro resultado de este mismo estudio realizado por el grupo de Schnittman @5V
revel6 que el suero fetal de ternera es un buen inductor de la secrecién de IL-6 (10,000
pg/ml, dependiendo de la concentracién del suero) y del RNAm para esta misma
interleucina en los cultivos de células TE. El efecto inductor del suero en la sfntesis de
IL-6 se pudo inhibir parcialmente (20-50%) cuando al medio se adicionaron anticuerpos
anti-IFNy. En base a estos resultados ellos concluyeron que el IFNy promueve, por sf
solo, la sfntesis de IL-6 en los cultivos de células epiteliales tfmicas, ya que la produccién
de la interleucina se neutralizaba considerablemente con anticuerpos policlonales [pAc]
anti-INF-y.

Por otra parte, debido a que en afios anteriores se habfa informado que el PMA, la
IL-6 y el GM-CSF podian estimular la multiplicacién del HIV en la clona de
promonocitos U1, crénicamente infectada con este virus, Schnittman ez al @51 decidieron
comprobar si ese mismo efecto se podia obtener con los sobrenadantes de cultivos de
células productoras de IL-6. Para ello, primero cultivaron células TE en presencia de
suero normal humano. Posteriormente, el sobrenadante de este cultivo fue adicionado al
medio en donde estaban suspendidas las células Ul. En este dltimo cultivo se pudo
observar que las células aumentaron 20 veces su actividad de transcriptasa reversa, misma
que se pudo bloguear con Ac anti-IL-6.

En base a todos sus resultados Schnittman y su equipo @5 propusieron que la
induccién de IL-6, provocada por la presencia natural de IFNy en el suero humano, podia
ser un evento fisioldgico que contribuye a la inmunopatogénesis de la infeccién por el
HIV en los timocitos y, por ende, a que no se pueda restablecer el pool de ellos, a pesar
de que se les administren agentes antirretrovirales a los pacientes con el SIDA. Los
mismos autores sugieren que una alteracién en el microambiente timico pudiera ser otro
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factor que contribuye a la disminucién de los linfocitos T maduros en los pacientes con
esta enfermedad. Esta proposicién la hacen porque en nifios y adultos con SIDA se ha
observado una involucién grave del timo, acompaiiada de una reduccién de sus
poblaciones de linfocitos y célula epiteliales. Estos dltimos cambios no son exclusivos
de este padecimiento, ya que también se han encontrado en pacientes con la enfermedad
injerto contra huésped y en algunas inmunodeficiencias congénitas.

9. 12, IL-6 y cdncer.

Ya que la IL-6 es el principal mediador de la respuesta del huésped al daiio tisular,
se ha pensado que ella es la responsable de algunos sfntomas y alteraciones en los
resultados de laboratorio que presentan los pacientes cancerosos, tales como el aumento
de 1a velocidad de sedimentacién globular [VSG] y las variaciones en la concentracién de
las protefnas plasmdticas @59 ,

De la misma forma, la intervencién de Ia IL-6 como promotor de la proliferacién
tumoral ha sido una hipdtesis sostenida por varios investigadores 1, 180 ya que se ha
observado que los ratones con tumores sélidos transplantables poseen valores elevados de
IL-6 circulante, que se correlacionan con la extensién del tumor. Ademds, se sabe que
esta interleucina incrementa la motilidad, dismunuye las uniones adherentes y provoca
cambios fenotfpicos en las lfneas celulares T47D y ZR-75-1 de carcinoma de seno, lo
cual pudiera aumentar la invasividad de dichos tumores @95 ,

Asimismo, se ha visto que, en los ratones, la produccién de la IL-6 aumenta
rdpidamente poco después de la implantacidén de diferentes tipos de células tumorales.
En estos casos, la mayor parte de la IL-6 es producida por los linfocitos T de los
animales que reciben el implante tumoral 81N,  En los humanos con tumores, su
produccién es inducida in vive por la IL-2 o el TNF. Se cree que en las personas con
cdncer por lo general se encuentran elevados los niveles de la IL-6 en la circulacién (122),
Esta proposicién se apoya en que el tejido tumoral fresco de mixoma cardfaco contiene
grandes cantidades de esta interleucina ®. Lo mismo sucede en algunas lfneas celulares
tumorales, como la T24 del carcinoma de vejiga @57, en células de mieloma (29, en el
sarcoma de Kaposi asociado a SIDA @18, en pacientes con céncer colorectal o de ovario
70 y en células de carcinoma renal U85,  Otros autores ™% han encontrado una
correlacién entre los niveles altos de IL-6 y la gravedad de la enfermedad en casos de
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mieloma miltiple y en las leucemias de células plasmdticas.  Entre los estudios que
apoyan la idea de la promocién del crecimiento tumoral por la IL-6 esta el de Motro et a/
195), para quienes esta interleucina parece ser un factor con actividad angiogénica.
También se ha observado que esta glucoproteina puede detener la muerte celular
programada en las células B de hibridoma sensibles a ella 242,347 |

Sin embargo, la actividad de la IL-6 hacia las células tumorales parece ser compleja,
debido a que en algunos casos ayuda a la proliferacién celular de mielomas ©% 139,
mientras que en otros inhibe la proliferacién de algunos carcinomas @9, Estos dos
efectos contrarios se manifiestan al actuar directamente sobre dichas células en forma
autderina o pardcrina, o al influir sobre ellas de una manera indirecta, modificando las
actividades normales de las células del sistema inmunitario que responden contra esta
clase de células malignas. Parece que el efecto pardcrino de la IL-6 en las células
tumorales no es exclusivo de ella, sino que son varias las citocinas que apoyan el
crecimiento de los tumores. Tal es el caso de los macréfagos activados asociados a
carcinomas de ovario que producen IL-1 e IL-6, las cuales incrementan el crecimiento de
estas células malignas. Parte de la actividad de la primera interleucina se debe a Ia
segunda, debido a que la administracién de suero anti-IL-6 inhibe parcialmente el
aumento del crecimiento tumoral.

En lo que respecta a los efectos antiproliferativos, se ha observado que la IL-6 es un
factor autdcrino, inducido por la IL-1, que interrumpe el crecimiento de las células de
melanoma @90,  También disminuye la aparicién de metdstasis tumorales en ratones
inoculados con las células de un tumor transplantable que habfa sido inducido
quimicamente (196),

En cuanto a los efectos de la IL-6 sobre las células inmunocompetentes que estdn
infiltradas en la masa tumoral, también existen publicadas opiniones opuestas.  En
algunos casos la IL-6 promueve el crecimiento de los linfocitos que infiltran el cdncer
renal humano (52 y, en otros, deteriora las funciones de Ias células NK en ratones
desnudos 9% La siguente Tabla presenta algunos ejemplos de células tumorales sobre
las que la IL-6 ejerce un efecto antiproliferativo o en los que contribuye a su crecimiento,
segiin Martinez-Maza y Berek 170),
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TABLA No. XIV. CELULAS CANCEROSAS SOBRE LAS QUE ACTUA LA IL-6

MECANISMOS DE ACCION

AUTOCRINOS PARACRINOS
Mieloma miiltiple humano, Cdncer de ovario,
Carcinoma renal, Linfocitos B transformados por EBV,
Sarcoma de Kaposi Linfoma de Lennert (linfocitos T)

asociasdo a SIDA
Mieloma miltiple humano

Un trabajo de Chen er al @9 informa, principalmente, acerca de la potente actividad
inhibitoria que puede ejercer la rIL-6 (cuyo DNAc se obtuvo de las células de ovario de
hamster chino) sobre el crecimiento de algunas lineas celulares de carcinoma y en células
de leucemia/linfoma no-B.  Esta actividad inhibitoria sobre el crecimiento de dichas
lineas celulares se manifiesta utilizando concentraciones cercanas a las que se requieren
para que dicha interleucina actie como un factor estimulante del crecimiento de
hibridomas y plasmacitomas [HPGF] y como estimulante de la secrecidn de Igs, en las
células de plasmocitoma murino T1165 y en las células linfoblastoides humanas CESS .
El efecto inhibitorio de la IL-6 en las células cancerosas se neutraliza en un 70-100% al
emplearse anticuerpos contra un péptido sintético que reproduce el extremo N-terminal de
la IL-6.

Entre las células cancerosas que detuvieron su crecimiento por efecto de la IL-6 estdn
las células U937 de linfoma histiocitico humano (90%), las T47D de carcinomas de seno
(70%-75%) y las MCF-7.  Otras células malignas menos sensibles a la IL-6 que las
anteriores, fueron las células humanas T Molt-4 de linfoma, las células Daudi del linfoma
B de Burkitt, los fibroblastos diploides humanos FS11 y Ias células HeLa.

En 1989, Kirnbauer er al 30 propusieron que la IL-6 producida por las células
epiteliales, normales o cancerosas, podfan colaborar en el desarrollo de los tumores. Esta
hipdtesis tuvo como fundamento los resultados de sus estudios y el hecho de que distintos
tumores pueden secretar grandes cantidades de esta interleucina.  Ellos encontraron que
los cultivos de las lineas celulares de carcinoma epidermoide y los queratinocitos
normales de la piel humana producen constitutivamente una IL-6 con peso molecular de
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21-28 kDa y su correspondiente RNAm, cuando se multiplican en presencia de suero
fetal de ternera [FCS]. Asimismo, la sintesis de IL-6 se vié aumentada en presencia de
Con-A, silica, PMA e IL-lo 0o IL-18 humanas. El RNAm especifico para IL-6 sélo
aumenté cuando las células estuvieron en contacto con las tres (ltimas sustancias. Los
mismos autores (3D también observaron que los anticuerpos anti-rIL-6 bloquearon la
actividad de dicha citocina sobre las células B9 (una lfnea celular de plasmocitoma
murino, cuya proliferacién es dependiente de la IL-6).

El grupo de Tabibzadeh @83 también ha informado la presencia de IL-6
inmunorreactiva en varios tumores como los carcinomas primarios de células escamosas
de mama, colon, ovario y endometrio, los adenocarcinomas con metdstasis hacia ganglios
linfaticos, los tumores de misculo liso (leiomiosarcoma), el neurofibrosarcoma y los
linfomas Hodgkin y no Hodgkin.  Por estos hallazgos ellos apoyan la idea de que las
células tumorales pueden producir IL-6 en forma constitutiva y creen que esta
interleucina puede ser un mediador importante de las interacciones entre el huésped y el
tumor. Aunque en los tejidos sanos como los de la piel, los de la superficie y del
epitelio glandular de la mucosa gdstrica y de los tibulos renales también se pudo
demostrar la presencia de IL-6, los autores mencionados @89 consideran que en estos
otros tejidos, sanos, la IL-6 estd ejerciendo un efecto inhibitorio de su proliferacién.

Por su parte, Sawada es al @48 han informado que, en la mayorfa de los pacientes
con leucemia de células T de adulto [ATL] estudiados por ellos, sus células malignas
cultivadas producen IL-6 espontdneamente. Esta interleucina fue encontrada tinicamente
en el medio condicionado donde se cultivaron los linfocitos provenientes de dichos
enfermos, alcanzando una concentracién méxima de 19.6 ng/ml.

Se cree que los niveles elevados de IL-6 encontrados en ese estudio @48), pudieran
tener alguna relacién con las anormalidades comunmente observadas en el cromosoma 7
de los linfocitos poco diferenciados, comprometidos por esta clase de leucemia.
Asimismo, la presencia de la citocina puede explicar algunas de las manifestaciones
clinicas observadas en pacientes con ATL, corho la trombocitosis y los incrementos en los
niveles de la protefna C reactiva [CRP] y en la velocidad de sedimentacién globular
[VSG] 06.163),

Otras células tumorales capaces de producir IL-6 en forma constitutiva han sido la
mayoria de las lfneas celulares epiteliales de carcinoma ovdrico (CAOV-3, OVCAR-3 y



142

SK-QV-3), estudiadas por Watson ef al 3% en 1990, La cantidad de IL-6 secretada por
estas lfneas celulares es distinta en cada una de ellas, aunque depende de la
concentracién de las células cultivadas y se incrementa, considerablemente, después la
adicién de IL-1B, TNFa e IFNy al medio de cultivo. Las isoformas de IL-6 secretadas
por las células mencionadas poseen, principalmente, un peso molecular de 24 kDa,
aunque también las habia de 27-28 kDa.

La IL-6 también ha sido encontrada en los cultivos primarios de tumores ovaricos
recién extirpados y en todos los liquidos de ascitis que han sido estudiados en pacientes
con céncer de ovario, alcanzando concentraciones hasta de 40 ng/mi. Sin embargo, sélo
en las células SKOV-3 y CAOV-3 se encontré que el RNAm para la IL-6 era producido
en forma constitutiva.  Aunque se desconoce la funcién que ejerce la IL-6 en éstas
células, diferentes autores opinan que ella podrfa ser un factor de crecimiento, cuya
expresidn anormal podrfa contribuir a la diseminacién del cdncer de ovario.

Por otra parte, algunas lfneas celulares de higado humano y las células Chang, HLE
y HLF también pueden producir IL-6 in vitro, en forma constitutiva,. Su produccidén se
incrementa al estimularlas con TPA aunque, en las células Chang, el TNF y la IL-18
también pueden estimular su sintesis; lo mismo sucede con el RNAm de la interleucina
7 |

En 1990 Siegall er a/ @66 informaron sobre la produccién de una molécula quimérica
con actividad citotéxica para algunas lineas celulares tumorales. Dicha sustancia,
llamada (IL6-PE40), estd compuesta por la IL-6 mds las fracciones ADP-ribosilante y el
dominio translocante de Ia toxina de 40 kDa de la bacteria Pseudomonas aeruginosa.
Las células mds sensibles a la molécula quimérica fueron las lineas H929 y U266 de
mieloma humano (ésta (ltima estudiada inicialmente por Siegall et al 267) y las lineas
PLC/PRF/5 y Hep3B, procedentes de hepatomas humanos. En cambio, la linea de
histiocitoma humano U937 y Ia linea celular HEPG2 de hepatoma fueron menos sensibles
que las anteriores. En el caso de las células de hepatoma, la sensibilidad hacia la
molécula quimérica se correlacioné con el niimero de IL-6R presentes en la superficie de
la membrana.

Durante 1991, el equipo de Meyers (184 demostré la presencia de IL-6 y de IL-6R en
las lineas celulares EJ/T24 y G-2451 de tumores de vejiga. Este hallazgo confirmé lo
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informado anteriormente por Yasukawa er al 346) en relacién a la expresiéon de IL-6 por
las células transicionales de carcinoma [TCC].

La literatura publicada sobre las relaciones entre IL-6 y cdncer es muy abundante.
Se puede mencionar que Tanner y Tosato @9 informaron en 1991, algunas observaciones
interesantes, que sugieren la participacién de la IL-6 en la tumorigenicidad de ciertas
neoplasias y en la interaccién huésped-tumor en ratones atfmicos o desnudos.  Ellos
observaron una serie de actividades notables en las células B normales, después de que se
les inmortalizé infectdndolas con el EBV y luego se les introdujo el gene de la hIL-6.
Las células transfectadas secretan mayores cantidades de IL-6 (6,500-40,000 U/ml del
sobrenadante del medio de cultivo). Por otra parte, después de ser inyectadas por via
subcutdnea a los ratones atimicos o desnudos, incrementan la incidencia y disminuyen el
tiempo de la presentacién de los tumores (linfomas). Ademds, la tumorigenicidad de
estas lfneas celulares fue transferible a otras células linfoblastoides. Los medios
condicionados de las células provenientes de los linfomas generados en los ratones
atimicos, contenfan mds IL-6 que los cultivos de las células linfoblastoides a las que se
les injerté el gene de la interleucina sefialada y de las cuales se originaron dichos
tumores. La mayor parte de esta citocina era de origen murino. Asimismo, las lineas
celulares derivadas de estos linfomas detuvieron su proliferacién en presencia de IL-6
exoégena, a concentraciones de 104 a 108 U/ml.

Una de las actividades mds importantes observada en este estudio es que la IL-6, a
dosis elevadas, parece contribuir a que las células tumorales escapen de la vigilancia
inmunoldgica del huésped, al reducir la eliminacién de las células neopldsicas por las
células activadas por linfocinas [LAK]. De este modo la IL-6 contribuyé a aumentar la
tumorigenicidad que presentaron las células inmortalizadas con el EBV que fueron
utilizadas en los experimentos de Tanner y Tosato. Estos dos investigadores tomaron
células del bazo de los ratones desnudos y las cultivaron con IL-2 (400 U/ml), en
presencia o en ausencia de IL-6 (108 U/ml). Después de 4 dfas, vieron que su actividad
citotéxica fue menor en los cultivos celulares que contenian Jas dos interleucinas referidas
que en el caso de los cultivos a los que sélo se les afiadié la primera de ellas. La
citotoxicidad de los esplenocitos se determing segiin su capacidad para eliminar una de las
lineas linfoblastoides utilizada en ese estudio y una lfnea celular que era sensible a las
cé€lulas asesinas naturales [NK]. La IL-6 por sf sola no tuvo efecto citotéxico alguno
sobre estas dos lineas celulares.
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Aunque Tosato et al (304, 305, 307 habian encontrado que la IL-6, a concentraciones
entre 10 y 100 U/ml, promueve el crecimiento de los linfocitos B infectados por el EBV,
también se ha observado que, a concentraciones de mds de 5,000 U/ml, esta misma
interleucina inhibe el crecimiento de dichas células, dependiendo de la dosis. En lineas
generales, se sabe que a concentraciones menores o iguales que 1 U/m! , la IL-6 activa a
las células NK humanas (67, mientras que las concentraciones elevadas de esta
interleucina disminuyen Ia expresién de los receptores de los monocitos para la misma
16}, Tanner y Tosato %8 no descartan la posibilidad de que parte de la IL-6 encontrada
en los sobrenadantes de sus cultivos sea producida por monocitos activados.
Probablemente esta interleucina contribuya a incrementar la tumorigenicidad, al
disminuir la expresién de los genes de la IL-1B y del TNF en esas células, tal y como lo
han informado Schindler et al (250) en 1990.

Wiltheim ef al 39 también han estudiado la actividad de la IL-6 sobre lfneas
celulares leucémicas. En 1991, ellos observaron, in vitro, que las dosis altas de esta
interleucina (1,000 U/ml) incrementaban la expresién del receptor para el Fc de la IgE
[FcgRII/CD23], en las lineas celulares monobldsticas/monociticas U937, THP-1 y Mono-
Mac-6. Lo mismo ocurrié cuando a esos mismos cultivos se les agregé IL-4 o IFNy.
Estas dos ultimas citocinas mostraron un efecto aditivo con la IL-6, siendo, ademds, las
que produjeron la expresién de las mdximas cantidades del receptor mencionado. La
induccién del FcgRII/CD23, promovida por la IL-6 se neutralizé con anticuerpos anti IL-
6. El grupo de investigadores de Willheim not$ que el efecto de IL-6 e IL-4 en la
induccién del receptor FcgRII/CD23 se lleva a cabo a nivel genético, porque las
interleucinas provocaron un aumento del RNAm para éste iltimo. Ademds, ellos 639
encontraron que la IL-6 y el IFNy disminuyen la expresién del receptor arriba
mencionado, cuando dicha expresién es promovida por la IL-4,

En septiembre de 1991 se publicS el primer trabajo que informaba sobre el uso de
anticuerpos anti-IL-6 como un tratamiento antitumoral en el hombre. En este estudio de
Klein er al (136), se administraron, intravenosamente y durante dos meses, dos tipos de
anticuerpos monoclonales murinos anti-IL-6 a un paciente con leucemia de células
plasmiticas. Los resultados mostraron que es factible el empleo de anticuerpos anti-IL-6
en el tratamiento de diversas enfermedades en las que esta interleucina se encuentra
elevada, tal y como habfan sugerido distintos investigadores. Ademds, los resultados
contribuyeron a esclarecer un poco mds las actividades de 1a IL-6 in vive. El tratamiento
con anticuerpos monoclonales anti-IL-6 mejoré temporalmente el estado clinico del
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paciente; disminuyd 1a fiebre, los niveles de calcio, los niveles de IgG monoclonal en el
suero y las cantidades de CRP y al-antitripsina en el suero, asf como también bloqueé la
proliferacién de las células del mieloma en la médula dsea. Los tnicos efectos adversos
que produjo esta terapia fueron una inmunizacién transitoria contra los anticuerpos
murinos, a los 15 dias de iniciada, y la disminucién de las cuentas de neutréfilos y
plaquetas circulantes.

Dos aiios antes, algunos de estos mismos investigadores @5 habfan aportado
evidencia que implicaba a la IL-6 en la proliferacién de las células malignas de la médula
ésea de personas con un mieloma terminal. Ellos habfan encontrado niveles elevados de
IL-6 en estos pacientes, particularmente en aquellos con leucemia de células plasméticas.
En otro estudio publicado en ese mismo afio de 1989, Zhang, Klein y Bataille @51
hallaron que, in vitro, las células de mieloma que mejor respondieron a la adicién de IL-
6 exdgena fueron aquellas que provenfan de pacientes con mielomas que se encontraban
proliferando in vivo.

En marzo de 1992 se publicé un estudio de Solary er al @70 sobre la correlacién
existente entre los niveles de IL-6 en el suero y diversos pardmetros bioldgicos, en
pacientes a quienes se les acababa de hacer el diagndstico de diferentes gammapat{as
monoclonales. Mediante un radioinmunoensayo especffico para esta interleucina, ellos
@71) Jograron medir la concentracién de la IL-6 en el suero tanto en los voluntarios sanos
como en los pacientes con gammapatfas monoclonales. En los primeros, los niveles de
la IL-6 estuvieron entre los 122 y 466 pg/ml (promedio 294+-86 pg/ml). En el caso de
los enfermos, la concentraci6n de Ia IL-6 rebasé los 500 pg/ml. El estudio fue realizado
sobre personas con el diagnéstico de leucemia, macroglobulinemia, mieloma muiiltiple
[MM], linfoma no Hodgkin y linfoma de Hodgkin.

Los valores mayores a los 700 pg/m! fueron encontrados en los casos de leucemia
aguda, linfoma maligno o mieloma muiltiple.  Los mdximos niveles de IL-6 fueron
observados en pacientes con leucemia aguda monobldstica, en linfoma de Hodgkin
estadio IV y en linfoma no Hodgkin de alto grado, quienes tenfan 1774, 8211 y 8887
pg/ml, respectivamente. Unicamente en el grupo de personas con mieloma miltiple se
encontré una correlacién entre los niveles de IL-6 y la plasmocitosis de médula désea, asi
como las concentraciones de calcio, lactato deshidrogenasa y B2-microglobulina en el
suero.  Cabe seiialar que, ya Schindler ez al @50, en 1990, habfan informado un
promedio de IL-6 plasmdtica de 187 pg/ml en personas sanas, utilizando también un
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radioinmunoensayo. Los diferentes valores encontrados por estos autores y el equipo de
Solary @71, las explica este tltimo grupo de investigadores por la falta de estandarizacién
de los métodos utilizados, lo cual impide hacer comparaciones entre uno y otro
procedimiento.

En pacientes con MM se ha visto que la IL-6 participa, de manera importante, en la
destruccién del tejido 6seo. Los osteoblastos producen una gran cantidad de esta
interleucina y ella promueve la formacién de osteoclastos que reabsorben el hueso. En
los ratones, esta interleucina induce la aparicién de lesiones en los huesos e hipercalcemia
4,120, En este mismo trabajo, Solary y colaboradores 7D apoyan la idea de que la IL-
6 actia como un factor autdcrino o pardcerino en linfomas y leucemias.

Finalmente, en un estudio reciente de Kreitman ef a/ (142}, publicado en 1992, se ha
comprobado que una mutante de la exotoxina de Pseudomona aeruginosa, fusionada con
la IL-6 [IL-6-PE‘E] es capaz de eliminar, selectivamente, células tumorales recién
extrafdas de algunos pacientes con mieloma miiltiple [MM]. Los resultados demostraron
que la IL-6 fue efectiva sobre las células malignas en 8 de 15 casos de la mencionada
enfermedad.  Esta molécula quimérica [IL-6-PE*E], a la cual se le cambiaron 4 aa
bédsicos por glutamato, en la porcién de la exotoxina, requiere tanto del dominio
ribosilante de 1a toxina como de la IL-6 para ser citotéxica. Las células de mieloma mds
sensibles a ella fueron las que tenfan una sintesis activa de protefnas.  Estas células,
colocadas en medio de cultivo, murieron en presencia de la molécula quimérica, cuando
ésta alcanzaba concentraciones desde menos de 1 hasta 6 ng/ml; mientras que las células
menos sensibles necesitaron entre 30 y 140 pg/ml. Los autores (42 no encuentran
todavia una explicacién al por qué unas células de MM fueron sensibles a dicha molécula
hibrida y otras no, pero opinan que quizds ésto se debe a la baja cantidad de IL6R que
algunas de ellas expresan, lo cual concuerda con lo informado por Kawano er al @29
quienes encontraron que no todas las células de mieloma expresan grandes cantidades de
este receptor.  Algunas apenas poseen 140 receptores/célula.

9.13. IL-6 y la enfermedad de Alzheimer .
La enfermeded de Alzheimer estd causada por un proceso degenerativo del cerebro

que provoca una atrofia cortical. Como una consecuencia, en diversas zonas de la
corteza y del hipocampo ocurre una pérdida de neuronas, enredos de neurofibrillas,
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formacién de placas seniles y dep6sitos vasculares del péptido B-amiloide. .- Estos tltimos
depésitos estdn formados por un residuo peptfdico de 40 aa y por la ol-antiquimotripsina,
aunque esta tiltima en menor cantidad.

Vandenabeele y Fiers ©22), en 1991, apoyan la hipétesis de que el origen de la
enfermedad de Alzheimer puede ser la consecuencia de una reaccién de fase aguda
cerebral, en la que intervienen la IL-1 y la IL-6. Estos autores proponen que IL-1 puede
inducir la sfntesis de IL-6, que es el principal mediador de la respuesta de fase aguda.
Como la ocl-antiquimotripsina es una protefna de fase aguda, ellos consideran posible que
la sintesis de ésta tiltima es inducida en el cerebro después de la produccién de las dos
citocinas anteriores, junto con los precursores de la protefna amiloidea [APP}. En apoyo
de su teoria, ellos toman en cuenta los siguientes hechos. 1) La ol-antiquimotripsina y
los péptidos B-amiloides se producen en los astrocitos y en las neuronas, respectivamente,
es decir que se originan en 4reas afectadas por esta enfermedad. 2) La IL-1y la IL-6 son
inductores de la sintesis de o.l-antiquimotripsina en células hepdticas y de hepatoma,
ademds de que la a.l-antiquimotripsina y otros APP poseen en su promotor una secuencia
consenso que también se ha identificado en la regién del promotor de protefnas inducibles
por la IL-6. 3) Se han encontrado receptores para IL-1 e IL-6 en astrocitos. 4) La IL-1
y l1a IL-6 se producen en las células de la microglfa.

Vandenabeele y Fiers #22) creen que el incremento en la produccién de IL-1 e IL-6
en el cerebro puede ser inducida por diferentes factores.  Entre los mds comunes,
proponen : 1) dafios inespecificos del cerebro que desencadenan una respuesta de fase
aguda; 2) la activacién de las células de la microglfa por contacto con linfocitos T, en el
curso del envejecimiento; 3) la formaci6n, a distancia, de linfocitos T autorreactivos, con
receptores especfficos para el péptido B-amiloide, que promueven la produccién de
citocinas y, 4) las infecciones virales repetidas o persistentes. Sin embargo, los mismos
autores reconocen que no se han encontrado niveles altos de IL-6 en pacientes con la
enfermedad de Alzheimer, aunque ellos piensan que IL-6 sf estd aumentada en el liquido
cefalorraquideo [LCR], debido a que en la mayorfa de las infecciones virales o
bacterianas del SNC se encuentran valores altos de IL-6 en LCR y, no obstante, ésto no
se refleja en sus niveles séricos.

Pese a lo anterior, Vandenabeele y Fiers 322 creen que, tal vez, la produccién escasa
aunque sostenida y focalizada de IL-6 puede ser mds daifiina que un incremento
considerable pero, transitorio y sistémico. Ademds, piensan que es posible que en este
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iltimo caso no se encuentre esta interleucina ni otros APP en el LCR , porque se
producen en otros sitios especificos. :

Ganter y colaboradores ¥ en 1991, también han apoyado la hipétesis de que,
probablemente, en las células de neuroblastoma humano, la IL-6 participa en la
transformacién de la protefna precursora beta amiloide mediante la estimulacién de la
sintesis de la a2-macroglobulina.

9. 14, 1IL-6 y la enfermedad de Paget

La enfermedad de Paget se manifiesta por deformaciones toscas de los huesos a causa
de un aumento en el nimero de los osteoclastos, los cuales son m4s grandes, mas activos
y multinucleados. Los osteoclastos presentan inclusiones citop]ésmicas que parecen Ser
de naturaleza viral y, ademds, expresan antfgenos de paramixovirus, lo cual hace suponer
que la enfermedad estd causada por virus, aunque hasta ahora se desconoce el mecanismo
que contribuye a elevar la actividad de los osteoclastos.

Desde hace pocos afios se conoce que la IL-6 participa en el control de ciertas
funciones celulares en el hueso y que los osteoblastos como otras células de la médula son
capaces de produciria 62,166 . En 1990 se demostré que la IL-6 aumenta la formacién
de células multinucleadas [MNC] en los cultivos de médula 6sea humanos (46}, al jgual
que la producci6n de las citocinas IL-1, GM-CSF y TNFa.

En 1992, Roodman er al @40 informaron que la aparicién de osteoclastos
multinucleados puede estimularse al colocar las células mononucleares de la médula 6sea
normal en un medio que ha sido condicionado con cultives a largo plazo de la médula
6sea de pacientes con la enfermedad de Paget. Ellos también observaron que la IL-6 es
parcialmente responsable de este efecto, puesto que los anticuerpos anti-IL-6
neutralizaron la formacién de las MNC. Ademds, los mismos autores observaron que,
tanto el plasma separado de la médula 6sea del hueso comprometido por la enfermedad,
asf como el suero separado de la sangre de las personas con la misma enfermedad,
contienen cantidades elevadas de IL-6, (21-300 pg/ml y 11-710 pg/ml, respectivamente).
Eh cambio, los medios condicionados con cultivos de células de la médula ésea normal
contienen concentraciones bajas de IL-6 y no promueven la formacién de MNC, a pesar
de que la interleucina se encuentra en el rango de concentraciones al que promueve la
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formacién de estas células anormales. Por otra parte, el suero normal contiene muy
poca cantidad de la misma interleucina.

Por todo lo anterior, los autores de este trabajo 40 concluyeron que la IL-6 es el
factor autécrino o pardcrino que se produce durante la activacién de los osteoclastos y el
responsable del recambio éseo que se observa en las lesiones activas de la enfermedad de
Paget, Ellos consideran que los osteoclastos multinucleados son los principales
productores de la IL-6, aunque no son las tnicas células que la producen. También
creen que otros factores, presentes en los cultivos de médula 6sea de pacientes con este
padecimiento, pueden contribuir a la formacién de las MNC.

9. 15. IL-6 y las enfermedades desgastantes.

No se encontré literatura que relacione directamente la produccién de IL-6 con este
tipo de enfermedades.  Sin embargo, se puede inferir que la IL-6, lo mismo que la IL-1
y el TNFa, debe tener una participacién muy importante en la expresién de las diversas
manifestaciones del desgaste, ya que éste es un sfndrome que reune las consecuencias de
la disfucién neuroendocrinoinmunolégica que caracteriza la etapa terminal de varias
enfermedades crénicas como el cdncer, el SIDA o la tuberculosis.  En los incisos
anteriores se han mencionado brevemente los estudios que revelan un aumento en la
sfntesis de IL-6 en personas con infecciones y enfermedades malignas, asf como la
produccidn de la misma interleucina por cierto tipo de tumores.

Es probable que la mejorfa clinica observada en cancerosos, a los cuales se ha
aplicado un tratamiento con anticuerpos anti-IL-6, tenga mds relacién con la atenuacién
del deterioro ffsico e inmunoldgico de los pacientes (la principal caracterfstica del
desgaste), que con una regresién de la enfermedad primaria.  Asimismo, también es
probable que la inyeccién experimental de IL-6 en animales de laboratorio sanos
provoque una pérdida de peso que puede llegar a la caquexia, en una forma similar a la
observada en animales inyectados con caquectina 0 TNFa. El estudio de la participacién
de la IL-6 en la patogenia de los sfndromes desgastantes puede conducir a la introduccién
de nuevas medidas terapéuticas que ayuden a la recuperacion fisica e inmunoldgica de
estos pacientes y que, de este modo, permitan el tratamiento mds efectivo de la
enfermedad primaria.
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10. Resumen

La revisién de la literatura consultada demuestra que Ja IL-6 es uno de los
mensajeros inmunolégicos mds versitiles que se conocen hoy en dia. En un lapso corto,
de 3 a 7 aiios, se han identificado la localizaci6n y estructura de su gene, la secuencia de
amino4cidos de la molécula, las isoformas que presenta, las sustancias que inducen la
expresién de su gene, los tipos de receptores a los que se une, las células que la producen
y Ia gran diversidad de actividades bioldgicas que lleva a cabo, tanto in vive, como in
vitro.  La mayoria de esas actividades bioldgicas son estimulatorias e IL-6 las ejerce
para el control de la respuesta inmunitaria celular y humoral. Sin embargo, la
interleucina también participa en el control de la hematopoyesis, de la respuesta de fase
aguda y de las interacciones entre los sistemas inmunitario y neuroenddcrino.  IL-6
también promueve o inhibe la proliferacién de algunas lineas de células tumorales.

Debido a que actiia como factor de crecimiento autécrino en varias enfermedades
proliferativas y autoinmunes, se ha sugerido que la expresién anormal de su gene estd
implicada en la patogenia de las mismas.  Niveles elevados de esta glucoproteina se han
encontrado en diversas enfermedades como las infecciones bacterianas, el mieloma
miiltiple, -el SIDA, los linfomas, el lupus eritematoso sistémico, la glomerulonefritis
proliferativa del mesangio, la artritis reumatoide, distintos tipos de cdncer, la diabetes
mellitus y la enfermedad de Paget, entre otras. Estos hallazgos han conducido al uso de
anticuerpos anti-IL-6 como una medida terapéutica que, en algunos casos, ha reducido la
gravedad de algunas manifestaciones clinicas o retardado el progreso de la enfermedad.
Varios autores han propuesto el uso de medicamentos que bloqueen la induccién de su
sintesis para aplicarlos al tratamiento de enfermedades en las cuales se encuentra
aumentada la produccién de la interleucina. Aunque los resultados obtenidos hasta ahora
no son definitivos, la manipulacién de la sfntesis y de las actividades bioldgicas de la IL-6
representan, actualmente, una de la opciones mds prometedoras en el campo de la
inmunomodulacién con fines terapéuticos.
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11. Comentarios finales y conclusiones

La IL-6 es una fosfo-glucoprotefna que desempeiia multiples funciones
estimulatorias e inhibitorias. Bésicamente, actia como un modulador positivo de
diversas reacciones para la proteccién y la reparacién de los tejidos del cuerpo, tales
como las respuestas inflamatoria e inmunolégica. En el primer caso, promueve la
sintesis de la mayoria de las protefnas de fase aguda y produce fiebre.  En el segundo,
estimula la inmunidad celular y humoral, al promover la activacién, proliferacién y el
crecimiento de los linfocitos T, de las células T citot6xicas y de las células NK Yy,
ademds, al colaborar en la diferenciacién de los linfocitos B hacia células plasmiticas,
productoras de anticuerpos.

Otras actividades importantes en las que participa IL-6 son la formacién de colonias
hematopoyéticas de multilinaje, la diferenciacién de los megacariocitos, la secrecién de
algunas hormonas hipofisiarias y la estimulacién o inhibicién de la proliferacién de
ciertas Ifneas de células tumorales.

IL-6 puede producirse de manera fisiol6gica ante estfmulos internos, como las
citocinas IL-1, TNF, IFNy, PDGF, GM-CSF y suero, o ante estimulos externos como las
infecciones bacterianas, parasitarias o virales y cualquier agente fisico o qufmico que
cause daifio tisular. IL-6 se produce ubicuamente por una gran variedad de células, entre
las que se encuentran los monocitos y los macréfagos, los fibroblastos, las células
endoteliales y epiteliales, las células del mesangio, las células del endometrio, las células
foliculo estrelladas de la hipéfisis, las células de la microglfa, las células B del pancreas,
los linfocitos T o B y las células tumorales derivadas de distintos 6rganos y tejidos.

Descubierta hace poco mds de 11 ajios, es una de las interleucinas mds estudiadas.
Sobre ella se ha reunido una informacién considerablemente amplia, con la ayuda de
algunas técnicas de separacidén, purificacién y secuenciacién de protefnas, la clonacién
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molecular del DNAc para la IL-6 y el uso de cultivos celulares. Sin embargo, falta
conocer su estructura tridimensional y la naturaleza de las sefiales intracelulares que
activa cuando se une a sus correspondientes receptores.

En vista de que el gene de la IL-6 posee varios sitios de iniciacién de su
transcripcién, es posible que ellos estén relacionados con la presencia de las distintas
isoformas encontradas de esta interleucina. Tal vez, ellas también deban su presencia al
tipo de inductor que se emplee, o al tipo de célula en la que se induzca la sintesis de IL-
6.

Algunos autores han sugerido que la asociacién del IL-6R a la gp130 es un nuevo
mecanismo mediante el cual se activan las células, a diferencia de la manera cldsica, en la
cual un ligando se une a su correspondiente receptor, haciendo que la célula se active y
manifieste un efecto final conocido. La gp130 contribuye a la formacién de sitios de alta
afinidad para la IL-6, ademds de ser la responsable de transmitir la sefial generada por la
unién de esta interleucina a su correspondiente receptor. En lo personal, creo que la IL-
6 genera dos tipos de sefiales intracelulares. Ura que depende de su unién al IL-6R solo
(en los receptores de baja afinidad) y otra por la via de la gp130 (en los receptores de alta
afinidad). Es probable que la utilizacién de alguna de estas dos sefiales dependerd del
tipo de receptor para IL-6 que posea cada célula.

Las diversas actividades que manifiesta IL-6 no son exclusivas de ella, puesto que
comparte algunas con otras citocinas, lo cual resulta algo bastante comiin entre esta clase
de moléculas. Es posible que las actividades que desarrolla in vivo no las efectiie por sf
sola, sino en combinacién con otras citocinas, ya que todas ellas ejercen su accién de
manera coordinada, para promover o inhibir ciertas funciones corporales.

Pudiera ser que las actividades antagénicas que manifiesta la IL-6 en diferentes
tejidos y células sean el resultado de que la molécula puede activar diferentes mecanismos
de accién bioqufmica, que éstos se encuentren relacionados estrechamente con el
microambiente en el que actiie la interleucina, o de que las actividades biolégicas de la
IL-6 se relacionan con las diferentes isoformas que han sido encontradas hasta ahora.

Como muchas de las protefnas producidas por mamiferos, la molécula conserva
diferencias antigénicas de especie, puesto que la IL-6 humana actia sobre células de
ratén, mientras lo contrario no ocurre. El factor de crecimiento de hibridomas felino,
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que posee actividad de IL-6, no puede neutralizarse con un suero anti BSF-2/IL-6
humana. Ademds, como la IL-6 recombinante es 100 veces mds pirogénica que la
natural, se ha pensado en la posibilidad de que las modificaciones postraducionales sean
las que controlen algunas de las actividades de dicha citocina.

En vista de que, en algunas células, esta interleucina ejerce ciertas funciones que no
provoca en otras y de que existen efectos especificos de ella, que dependen de la
concentracién a la que se le emplea, puede decirse que su actividad observable puede
variar segin el tipo de célula blanco, la cantidad y el tipo de interleucina utilizada.

Hasta ahora se sabe que los distintos inductores de la IL-6 ponen en marcha tres tipos
de segundos mensajeros de la activacion celular : la formacién de AMPc, la activacién de
las protefnas cinasa A o C y el intercambio de iones de Ca?*. Estos son los mismos
mensajeros que se encargan de transmitir la sefial que genera cada uno de los CSFs,
cuando se unen a sus correspondientes receptores.  En cuanto a la IL-6, lo iinico que se
sabe, con respecto a la seiial que transmite, es que, en las células del mesangio de rata,
incrementa los niveles de 1,4,5-P, y de Ca** intracelular, asf como la sfntesis de PGE,.

La escisién del PIP2 o fosfoinositido [PI] contribuye a aumentar la secrecién de
insulina en las células B de los islotes del pancreas, para que estas células produzcan IL-
6, la cual, a su vez, también induce la secresién de dicha hormona en las mismas células.
Las observaciones anteriores permiten proponer que la IL-6 puede tener como funcién
adicional, ademds de las ya comprobadas, promover la secrecién de insulina en los islotes
de Langerhans,

Ciertos sintomas como la fiebre y el incremento en la sfntesis de las protefnas de fase
aguda, la proliferacién de las células de mieloma o la multiplicacién del HIV in vitro,
parecen correlacionarse con los altos niveles de IL-6 encontrados en pacientes con
infecciones, cdncer o SIDA. Por esta razdn, diversos investigadores han llegado a pensar
que IL-6 interviene en la patogenia de algunas enfermedades. Sin embargo, no se ha
podido demostrar su participacién directa en ellas,  De modo que, también es posible
que su sobreproduccién sélo sea un evento secundario en estos padecimientos.

Llama la atencién que algunos investigadores mencionan haber encontrado una
relacién entre los niveles de la IL-6 circulante y el estadio de ciertas enfermedades,
mientras que en otros padecimientos dicha relacién no se ha podido establecer.
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Considerando que, al aumentar su concentracién en algunos liquidos bioldgicos, la IL-6
es una glucoproteina que pone de manifiesto la presencia de alguma infeccidn o la
existencia de un dafio tisular, quizds se esperarfa que en todos los casos en que se
encuentra elevada, sus niveles deberfan de mantener una correlacién con la severidad de
la lesi6n y, sin embargo, esto no sucede siempre. Quedan por conocer los factores que
motivan esta situacién.

Por otro lado, en los casos en los que se encuentran valores altos de IL-6 local y
bajos en suero, pudiera ser que la actividad fundamental de la IL-6 se estd llevando a
cabo en el sitio de l1a lesién y que sus actividades bioldgicas se focalizen sobre las células
de soporte y sobre las que legan a ese sitio, por lo que no resulta tan necesaria a nivel
sistémico.

Aungue se ha determinado la ubicacién cromosémica del gene de la IL-6 y se han
identificado varias sustancias que pueden inducir su expresién, todavfa se desconocen los
mecanismos que lo activan y Jo desactivan. M4s adelante, la manipulacién de estos
mecanismos podria permitir el control de la sobreproduccién de IL-6, en aquellas
enfermedades en las que sus niveles estin muy elevados,

En cuanto a la accién de la IL-6 sobre el sistema neuroenddcrino, todo parece indicar
que su funci6n mds importante es servir de mensajero entre los sistemas inmunitario y
neuroendéerino, lo cual explicarfa algunas de las interrelaciones existentes entre ellos.

Se conoce con certeza que tanto la hip6fisis como el hipotdlamo pueden producir IL-
6, la cual promueve in situ la liberacién de hormonas hipofisiarias como la ACTH.
Esta «ltima fomenta la conversi6n del colesterol en pregnenolona (precursor de todas las
hormonas sexuales). Por otra parte, en el endometrio, la sintesis de IL-6 se inhibe por
el 17 estradiol. Analizados en conjunto, todos estos hallazgos revelan la existencia de
un circuito de retroalimentacién negativa para el control de la produccién de la IL-6, en
el cual participan los sistemas inmunoldgico, nervioso y endécrino, sélo que aquf la IL-6
es el mensajero y no las hormonas. Este circuito cerrado representa un novedoso proceso
de modulacién de las reacciones inflamatorias. En el promotor del gene de la 1L-6
existen dos regiones que son sensibles a glucocorticoides.

Las actividades bioldgicas de la IL-6 sobre el endometrio y las células B del pancreas
constituyen dos ejemplos adicionales que apoyan las hipétesis en favor de que los
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sistemas inmunoldgico y neuroenddcrino se encuentran fntimamente relacionados, a
través de factores solubles o por medio de interacciones celulares. Todo esto demuestra
que los dos sistemas son igualmente importantes para el mantenimiento de la homeostasis
corporal.

Entre los posibles usos terapéuticos de la IL-6, los mds prometedores son aquellos
relacionados con el aprovechamiento de su actividad antiproliferativa sobre ciertas lfneas
celulares de leucemia/linfoma y de cdncer de seno ¥9, De la misma manera, la IL-6
también ofrece posibilidades como una herramienta terapéutica en el caso de los
transplantes de médula 6sea, si con ella se puede incrementar la supervivencia de las
células humanas injertadas en este érgano hematopoyético, tal y como se ha logrado
experimentalmente en ratones (132,

Algunas de las estrategias propuestas para controlar la sobreproduccién de IL-6 son
el uso de firmacos bloqueadores de su produccién o de su actividad, la inhibici6n
competitiva del gene de la IL-6 con andlogos de oligonucleétidos antisentido que se unan
in vivo al segundo exdn del gene de la IL-6 o al NF-IL6 (86 y [a administracién de
bloqueadores del receptor para esta citocina (anticuerpos monoclonales u
oligonucleétidos). Para el tratamiento de ciertos tipos de cdncer también se ha sugerido
la sintesis de moléculas quiméricas citotéxicas, por fusién de una protefna téxica de
Pseudomonas aeruginosa a la molécula de la IL-6 (142, 266, 267 ]as cuales han producido
algunos resultados prometedores.
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14. Apéndice.

14. 1. Lista de abreviaturas.

Nombre - Abreviatura
Adeninag .civvreereiinieririniniecaees A
Aminoécidos .. aa
al-antitripsina... al-AT
al-antiquimotripsina ..... al-ACH
a1-glucoprotelna 4cida .. al-AGP
a1-inhibidor de proteasas . al-lP
a2-macroglobuling ............. a2-M
Adenosin monofosfato ciclico AMPc
Protefna activadora-1 ....... AP-1
Protelnas de fase aguda ........ APP
Factor activante de linfocitos B . BAF
Factor de diferenciacién de las células BCDF
Factor de crecimiento de las células B ... BCGF
Hipotdlamo basal-medio ................. BMH
Factor estimulante de las células B BSF
CitOSING ..vvevnvuiiniiieineniiiniieratsenseesiasesione o4
Tercer componente del sistema complemento . C3

Marcador antigénico de linfocitos T ............ . CcD3

Marcador antigénico de linfocitos TH .. Cbh4g
Receptor para la Fc de la IgE { FceRll } CD23
Marcador antigénico de linfocitos Tc .. cD8
Ceruloplasming .........cc.oecevevneeencnnnnas CER
Unidades formadoras de colonias .... CFU
Factor de transcripcion para CCAAT C/EBP
Inhibidor de la cisteina proteasa ... (o]
ONCOGBNES .....ovvnuiieniniininiiineiinstiernositenssonsensasss c-fos
) c-myc
Concanavaling A .......cccceiiiiiririnintreaiiionesivioriaiserriessssasse Con A
Elemento con secuencias consenso para el AMPc . CRE
Hormona liberadora de corticotropina ............. . CRH
Proteina C reactiva .........c.c.cccuvuenns . . CRP
Factor estimulante de colonias CSF

DiIaCHGHEOIOl o.uvviiiiiriicemeirereiiereieeeenarerisivensesersiseessanseenes DAG
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Acido desoxirribonucleico PR RN DNA
DNA complementario ..... y v DNAC
RNA de doble cadena .. dsRNA
Virus de Epstein-Barr ...........cccceiviinnnns 'EBV
Moléculas de adhesiér endotelio-leucocito . . ELAM
ERtropoyeting .......ccoocciiiniiiiiinnenniiesrensosnersernsarosssniosesinn EPO
Fragmento cristalizable de las inmunoglobulinas e Fc
FibrinGgeno .......covcvuriiinesieiiiannirasnsesersennees veoisse - FBG
Hormona foliculoestimulante . L FHS
Células folfculo estrelladas . FS
GUBNINA ..ceviniirieiiiiiitnrteiiririi s eraassasesiotsssasasiosnannes . G
Factor estimulante de colonias de granulocitos . . G-CSF
Hormona del crecimiento ............cc.cceut . GH
CSF de granulocitos y macréfagos ... GM-CSF
Hormona liberadora de gonadotropinas . GnRH
Glucoproteina gp
Elemento sensible a glucocorticoides en el gene IL-6 . GRE
Guanosin trifosfato .........c..ccvvviiieniiiieininieind, . GTP
Humano ............. . h
IL-6 humana .....ccocvemmniieneinninnnins hiL-6
Virus de la inmunodeficiencia humana HIV
Antigeno de leucocitos HuManos .........cceevineieiiiieionenioies L HLA
. Factor de! crecimiento de hibridomas/plasmocitomas ... HPGF
Haptoglobing .........cceeveverieriniinroniensiriracsasanseenes eveiesser HPT
HemMOPexXina ......ccccoviiviiiiiiiinieniinininin HPX
Virus de la leucemia de linfocitos T humanos . HTLV
Inmunoglobulinas .........ccccvvevcaninnee vevees ig
Interleucinas .........c..cev.e. iL
Receptor de las interleucinas . IL-R
INtOrfEronNes cesececscscecacsucssorconcavesase IFN
KilOb8SE crcreccvenronscrcrsasarscesisronces kb
Cor de disociacion ...........eeenninn ; Kd
Kilodaltons .............couviens J kDa
Factor activante de linfocitos .... LAF
Céluias asesinas activadas por linfocinas - LAK
Linfocitos granulares gigantes ............ LGL
Hormona luteinizante ............ ‘LH
Factor inhibidor de feucocitos . LiF
Lipopolisacérido .............. . LPS
Linfotoxina .... LT
Molar ......occoiveviinnncannas m
Anticuerpos monocionales .. mAc
Macréfago ........ M¢
Muramil dipéptido ... MDP
Complejo principal de histocompatibilidad . : MHC
Inmunoglobulina de membrana ....... mig
Células fagociticas mononucleares ........ i MPCs
Elemento sensible multiple del gene de IL-6 . MRE
Factor de crecimiento de nervios ..... . . NGF
AMINO LOPMINGN ....ovirnieniniiiiiieineniiinisiossestonesssesertosonssnens N-

Células asesinas naturales ... .
Carboxilo terminal ...........ccceeveeiiiininiiicinenenesines. UV 0-



Anticuerpos policlonales ........ Ceerereisrarsaseieee
Factor activador de plaquetas
Pares de bases .............
Fosfoinositido ...........

Fosfatidilinositol-4,5-| bl'olfato
Prote(na cinasa A ........

Proteina cinasa C

Picomoles ..........

Paso molecular ........c.ocovviivnnenes

Diéster (miristato acetato) de 1orbol

Leucocito polimorfonuclear ........c.cceuviivivenas B

Factor de crecimiento derlvudo de plaquetas .

Factor del crecimi de p o

Prostaglandinas .................. .
Fitchemaglutinina

Acido ribocitidilico pollrlbolnollnico
Prolactina ...... [
Fitolaca amaricana .......
Interfeucina recombinante
Acido ribonucleico .......
RNA mensajero .
Staphylococcus aureus Cowan |
Proteina P amiloide sérica ...
lnmunonlobullnn de secrecién .
Sustancia K .
Sustancia P ........cccvvvviieniiiiiniiniienenin
Elemento sensible a suero en ol gene de ll.~6 .
Timiding .......ocoveiraens
Linfocitos T citotéxi
Células epitelisies t!mlcas
Linfocitos T colaboradores .......
Factor de crecimiento de células T ....
Factor transformador del crecimiento .
Factor necrosante de tumoras ......... .
12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
Péptido intestinal vasoactivo .......
Células del misculo tiso vascular .. o

wataee

oes

pAc
PAF
pb
Pl
PIP2
PKA
PKC
oM
PM
PMA
PMN
PDGF
PCT-GF
PG
PHA
poli I-C
PRL
PWM
riL-
RNA
RNAmM
“SAC
SAP
sig
sK
SP
SRE

Te
TE
TH
TCGF
TGF
TNF
TPA
viP
VvSMC
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