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RESUMEN.

En el presente trabajo se evalia la capacidad de la interl ina-1 beta recombi I
(rhIL-1B) para inducir la expresion de r ptores para la fr ion cristalizable de la IgG
(FcyR) pero no la prod ién de li il en célul ieloides normales y leucémicas de

ratén y humano. La IL-1 es capaz de inducir una expresion de los FcyR en células de tipo
monocito-macrofagos, pero no en granulocito-neutrofilos, ni en linfocitos, ni de ratones ni

del bs, La fL-1 bién tiene un fuerte pape! inductor de FcyR cn las lineas leucémicas

promielocitica WEHI3Bd- y macrofagica WRI9SM.1 de ratén, y en la linea leucémica
monogcitica humana U-937. Estos datos sugieren que la IL-1 activa a los linfocitos para

producir una respuesta inmune y activa a los monocito-macrofagos para que expresen

de los plejos i Por otro iado, el hecho de

FcyR, lo cual ayuda en la
que la IL~1 induzca la expresién de los FeyR en células leucémicas, abre la posibilidad de

el pc ial difer i de estas citoci en células de paci lev




ABSTRACT.

Recombinant human interleukin-13 (rhIL-1p) is shown to be a inducer of Fc receptors
(FcR) on murine macrophages and not on granulocytes. Data is provided indicating that
rhIL-13 does induce specific but not nonspecific phagocytosis. Macrophages are shown
to autoinduce their FcR expression as a function of time in culture. This induction is
increased by the use of exogenous rhilL-1p3 and inhibited by anti- rhIL-1f3 antibody,
pointing to an autocrine regulation of FcR expression on macrophage. On the other hand
the myelomonocytic cell line WEHI3BD- and the macrophage like cell line WR19M.1
are also shown to be inducible for the expression of FcR by this molecule. Data is also
provide showing that recombinant murine interferon gamma (rmIFNvy) induces FcR on
both macrophages and granulocytes. Whereas polyclonal antibodies inhibit FcR
induction by IL-1 on macrophage, it does not inhibit FcR induction by IFNy on these
cells. This points to a different mechanism of induction of FcR by IFN and IL-1. Finally,
the possible application of rhIL-183 in vivo to help the organism fight infection is

discussed.



INTRODUCCION
Las moléculas de membrana plasmatica que fijan la porcion cristalizable (F¢) de la
es Fcy (FcyR). Los FcyR constituyen una

inmunoglobulina G, son idas como recey

familia de tres miembros; FeyRI, FcyRH y FeyRIF y son los responsables de enfazar a los
complejos antigeno-anticuerpo (Ag-Ab) con los mecanismos efectores celulares; por
ejemplo, permiten la interaccion del complgjo inmune Ag-Ab con las células como
neutréfilos o los macréfagos, los cuales finalmente eliminan blancos celuijares cubiertos con
anticuerpos, ya sea por fagocitosis o por el mecanismo conocido como citotoxicidad celular

dependiente de anticuerpo (ADCC) (Segal, 1990) La interaccion complejo Ag-Ab con las
células efcctoras via FcyR favorece la produccion de citocinas, generacion de radicales
libres, e incluso inhiben la producciéon de anticuerpos (Ravetch, 1994). Estas actividades
hacen pensar que los FeyR juegan un papel importante en la modulacién de la respuesta

fe

inmuneylar alasi
L.os FcyR son expresados principalmente en células maduras como los granulocito-

neutrofilos, monocito-macrofagos y linfocitos T y B (Unkeless, ct al 1988). Aunque es bien
conocido el grupo de citocinas que regulan la generacién de este grupo de células maduras a
partir de sus precursores en médula Osea, la informacion de aquellas que regulan Ia
expresion de los FcyR es muy cscasa, a pesar de que se ha reportado que son las primeras
moléculas en expresarse después de iniciada la difer celular, concr se
presentan en lineas | £mi de tipo miecloide y en células precursoras de granulocito-

neutréfilos, e incluso la expresion de estos receptores y la produccién de lisozima ha sido
i6n celular en células de

usada ampliamente como una indicadora temprana de la difer
ratén y humano (Ruhl and Pluznik, 1993, Kerst, et al 1993). Hasta el momento solo el IFNy,
IL-6 y el G-CSF, son las citocinas reconocidas como inductoras de receptores; sin embargo

algunos datos, incluyendo los de nuestro laboratorio, hacen pensar que la Interleucina-1 (IL-
1) también puede estar involucrada (Onozaki, et al 1987, 1988), aunque algunos
investigadores encuentran que tiene una accién inhibidora (Arend, et al 1987). Por lo
anterior, el presente trabajo tiene como objetivo principal el evaluar el efecto inductor de la

IL-1 en la expresion de FcyR, produccién de lisozima y el tipo de poblacion celular

estimulada.



HEMATOPOYESIS.

Las células dc la sangre tienen 2 principales funciones, los eritrocitos sc encargan del

transporte de O2, mientras que los leucocitos se encargan de la defensa del organismo
etc.) o

contra la invasién de agentes patogenos, ya sean exogenos (bacterias, hongos,
tumorales y células normales sencscentes). Muchas de elias
en el humano se requierc de una produccién de

dé (virus,

mueren cn esta tarea, por ende,
aproximadamente 370, 000 millones de células sanguineas por hora (Allen and Dexter,
1990), para mantener constante el numero de células sanguineas circulantes. Esta
produccion, en el organismo adulto, se da en la médula 6sea mediante un proceso conocido
como hematopoyesis, en el cual las cdélulas hematopoyéticas (células progenitoras o
inales h ydticas, células prog as en diferente grado de maduracion y células
maduras), se multiplican y se diferencian hacia los diversos linajes celulares sustentado
primordialmente por un nicho o microambiente hematopoyético en la medula Osea. El
lo constituyen células estromales como fibroblastos,

micr bi h poyético

endoteliales, adipocitos, macréfagos, ete., células que pueden originarse a partir de los
precursores hematopoyéticos (Huang and Terstappen, 1992). Las células estromales
léculas cc idas como citoci o factores de crecimiento

producen una serie de
hematopoyético (HGF, por sus siglas en Inglés, hematopoietic growth factors), y son las
iacion de las célul. h >poydticas

responsables de modular la proliferacion y difer
hasta generar 8 diferentes tipos de células sanguineas maduras: las que proviene de un linaje
(eritrocitos, mtegacariocitos, monocito-macrdfagos, granulocito-neutrofilo,
1 bada y cosinéfilo) y un linaje linfoide (linfocitos Ty B).

mieloide
basofilo-cél

Células hematopoyéticas.
La existencia de las células progenitoras hematopoyéticas fue revelada a principios de fos

aflos 60 por Till y McCulloch, cuando descubricron que se evitaba la muerte de ratones
irradiad letal e di la inyeccion de células de médula 6sea normal (Till and
McCulloch, 1980). Focos de alta tasa de proliferacién celular se localizaban en el bazo de
los ratones recuperados, cada foco de crecimiento contenia células en diferente grado de
maduracion, estos eran de tipo granulocitico, monocitico o eritrocitico, y lo mas interesante

es que también sc formaban focos de proliferacidn constituida por una mezcla de estos tipos
tlulas en crecimi provi de la

celulares incluyendo a los linfocitos. Cada foco de
multiplicacion de una sola célula precursora, la proliferacion de varias de ellas son las
tejido hematopoydtico de los ratones transplantados

responsables de reconstituir el
(Gordan, et al 1985). A las células capaces de dar origen a un nadulo de proliferacion,




después de 7 a 14 dias del transplante, sc les llamé unidad formadora de colonias del bazo
(CFU-S del Inglés Colony Forming Unit-Spleen). Los cultivas in vitro de células de médula
oOsea de raton por 7 dias también desarrollaron colonias de células hematopoyéticas, lo que
confirmo la existencia de la CFU-S (Metcalf and Moore, 1971). Fue asi como se concluyd
que en la médula ésea exi élulas prog: as | opoyéticas con la capacidad de
reconstituir la hematopoyesis en individuos inmunodeficientes.

Los focos de proliferaciéon compuestos de células de tipo granulocito, monocito, etc. y la
formacion de focos de proliferacion con composicidn celular mixta, indica la existencia de
células precursoras monopotenciales y mulit o pluripotenciales. Las CFU-S multipotenciales
fueron consideradas como las células precursoras hematopoyéticas mas primitivas a las
cuales se les llamé célula tallo hematopoyética pluripotencial (PHSC), y se le definié como
células con capacidad de autorenovacion, alto potencial proliferativo y capacidad para
diferenciarse a todos los linajes hematopoyéticos (Orlic and Bodine, 1994), pero que
morfolégicamente son indistinguibles de otras células precursoras en diferente grado de
maduracion. Esta definicion aun es vigente, sin embargo se ha establecido quc las células
CFU-S no son las mas primitivas, ya que la mayoria de estas células desaparecen después
que los ratones han sido tratados con S-Fluorouracilo, en su lugar aparece otro grupo de
células que forman colonias a mas largo plazo (de 12 hasta 16 dias); conocidas como células
formadoras de colonias de alto potencial proliferativo (HPP-CFC), y con la capacidad de dar
origen a células monopotenciales y clones muiltipotenciales con alto potencial proliferativo
(revisado en Niskamen, 1992) En humanos también se ha identificado un grupo de células
que semejan a las HPP-CFC en ratdn, a las cuales se les ha denominado células iniciadoras
de cultivo a largo plazo (LTC-IC) (Sutherland, et al 1990, Szilvassy, ct al 1989). Estas
caracteristicas parecen ajustarse mas a la definicién de una célula PHSC, sin embargo, hasta
¢l momento ha sido dificil identificar claramente a este grupo de células (Berardi, et al
1995). Algunos investigadores han intentado purificar y separar a homogeneidad a las
células PHSC de los CFU-S por flujo citométrico y uso de anticuerpos nonoclonales contra
an!lgcnos de superficie como Sca-1" y H-2k", c-kit" y CD34", Lin cn raténes y CD34",
Thy-1", Lin~ en células humanas (Orlic and Bodine, 1994, Bernrdu, et al 1995, Morrison, et
al 1995). Estos marcadores permite enri la pobl de célul inale

p

pero
ninguno de estos marcadores puede distinguir por completo una poblacidn de otra, esto se
debe principalmente a que las células precursoras desde las mas primitivas hasta las mas
compre idas sc ran lad

Y formnn un continuo celular en los que sus
diferentes i ipos sec traslap Lo bl

hematopoyéticas purificadas pro

es que las células primitivas
del saco vitelino e higado fetal o de
médula 6sea adulto, tienen el potencial de repoblar médula 6sca de ratones irradiados hasta




en 7, 6 y 3 pasajes respectivamente (Lansdorp, 1995), estos datos reafirman la existencia de
las PHSC, considerando que son las inicas células con ¢l potencial de repoblacién. Llama la
atencion que las células primitivas de médula 6sea de raton adulio tengan menor potencial
de repoblacion. esto implica probablemente que a lo largo de su ontogenia sufren
modificaci en su po ial de proliferacion de tal manera que en el ratén adulto se

ra disminuido consider
Es pertinente sefialar que las células precursoras también se encuentran en circulacion
sanguinea y su numero se incrementa al suministrar factores de crecimiento hematopoyético
como el GM-CSF (factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos), e 1L-1
(Interleucina-1) (Williams and Morrissey, 1989, Gasparctto, ct al 1990). Esta técnica esta
iendo usada pli para colectar células precursoras del torrente sanguineo para el

transplante de médula osea.

Por las caracteristicas de las PHSC, se considera que dan crigen a las CFU-S (ambos
constituyen el compartimiento de células tallo). Las CFU-s dan origen a células precursoras
comprometidas de linaje oligo o monopotentes, incluyendo aquellos precursores
reconocidos por su morfologia (células progenitores comprometidas), las cuales finalmente
dan origen a uno de los 8 linajes de células maduras (Figura 1). Cada célula precursora de
linaje  comprometida general se le der ina como Unidad o Célula Formadora de
Colonias (CFU o CFC). Dentro del linaje mieloide se reconoce a las unidades formadoras
de colonias critroides (CFU-E), las células formadoras de colonias de eosinéfilos (Eos-
CFC), de baséfilos o células cebadas (Mast-CFC), de megacariocitos (Meg-CFC) y la unica
célula considerada bipotencial que da origen a macréfagos y granulocitos (GM-CSC)
(Lowry and Quescnberry, 1992), aunque es perti e lar que reci e se publico
un trabajo en el que sc dan evidencias de que la célula bipotencial no existe (Mora, et al
1992). En relacion al linaje linfoide se considera que las células pre-T y pre-B  derivan
directamente de las PHSC (Figura 1), aunque algunos investigadores consideran que pueden
provenir de las CFU-S (Dexter, 1989, Berardi, et al 1995)

El producto de la proliferacion y diferenciacion de las células precursoras de linaje
comprometidas constituyen el compartimiento de las células maduras hematopoycticas,

normalmente localizadas en la sangre y otros tejidos. Estas células son funcionalmente
maduras y son las responsables del transporte dc oxigeno (eritrocitos), produccién de

plaquetas tan importantes en la laciG ¢ iocitos) y de la inmunidad
natural o especifica en la elimj ién de los ag < los macrofagos, neutrofilos,
basdéfilos y inéfilos son los principal consmuycmes de la inmunidad natural, mientras
que los linfocitos T y B son resy bles de la i idad especifica.
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Es importante sefalar que Ila capacidad de proliferacion es muy acentuada en el
compartimiento de la células tallo, practicamente se reduce a la mitad en el compartimiento
de Ias células progenitoras comprometidas y es extremadamente reducida o nula en el
compartimiento de las cdélulas maduras, mientras que el grado de diferenciacién y
maduracion en estas células es exactamente lo inverso (Figura 1) (Dexter, 1989).

Existen dos hipdtesis para explicar como ocurre la autorrenovacién o comprometimiento
(diferenciacion) de una célula tallo. El modelo deterministico establece que no cualquier

célula seminal sufre un comprometimiento, ya que éstas son influenciadas por factores

intrinsecos como la expresion de ciertos marcadores celulares y por el efecto de factores
microambientales (Jos FHIGF) que las comprometen irreversiblemente a un linaje celular, sin
olvidar que también influye en forma preponderante el microambiente que rodea a la célula
(D’ Andrea, 1994, Morrison et al, 1995). El modelo estocastico establece que cualquier
célula seminal tiene la misma probabilidad de sufrir autorenovacion, o entrar al
compartimiento de comprometimiento. Las citocinas solo facilitan la progresion de estos

eventos (Ogawa, 1993).

Micr bi h poyético.

En los adultos, las células precursoras hematopoyéticas, se localizan en el estroma de la
médula 6sea, dentro del tejido esponjoso de los huesos. El estroma de la médula ésea esta
constituido por células reticulares endoteliales, fibroblastos, adipocitos y macrofagos. Se

considera que este grupo de células y la matriz extracelular constituyen el nicho
indispensable para la sobrevi ia, autorrepli . ¥ compromiso de las células PHSC

hacia los diferentes linajes celulares hematopoyéticos (Figura 2) (Allen and Dexter, 1990).
E!l desarrollo de la técnica de cultivo in vitro de tejido hematopoyético a largo plazo
(cultivos Dexter), ha permitido establecer que la hematopoyesis se sostiene gracias a que las
células integrantes del estroma producen HGF o citocinas hematopoyéticas. Las citocinas
detectadas en los cultivos Dexter son: IL-1¢c, IL-18, GM-CSF, M-CSF, G-CSF, SCF, IL-2,
IL-7, IL-13, IL-10, TNF, TGF (Testa, et al 1993), y se sugicre que también IL-3 es
producida por las células estromales (Lowry and Quesenberry, 1992), incluso hasta
i i como el IL-1Ra (Aman, et al 1994), lo que puntualiza la

ant. as de
importancia de las células estr les de la médula ésea para soportar una hematopoyesis
continua.

Las citocinas secretadas pueden permanecer en forma soluble o unidas a moléculas de la
matriz extracelular. El cjemplo de un fijador de HGF en la matriz extracelular es sulfato de
heparina, ya que jiene la capacidad de fijar 1L-3 y GM-CSF (Allen and Dexter, 1990).



Isjote
Eritroblastico

@ Procritroblastes

Islote de Granulacitos
Mucréfagos

5 .
PR @

Mexctn de
Istotes
Cclulares

Cétulin
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interaccién con las células h poyéticas (. do de Allen and Dexter, 1990).




También se han encontrado citocinas adheridas a la membrana celular conio es el caso de la
SCF, IL-1 y del M-CSF (Lowry and Quesenberry, 1992).
Se ha observado que las células estromales pucden ser afectadas por la presencia de factores
externos, asi se ha establecido que la adicién de IL-3 o GM-CSF exdgeno favorece la
formacién de células maduras de linaje monocito-granulocito y aumenta el namero de
precursores GM-CFC (Coutinho, et al 1990), pero también se favorece el aumento del
nimero de células endoteliales, y una red i6n de la adipogé is (Schrro, et al 1989). Por
otro lado, varios agentes quimioterapéuticos producen dafios al estroma de la médula osea,
el cual puede prevalecer por varios afios. e incluso es irreversible. En cultivos a largo plazo
con células de médula dsea de pacicntes con linfomas, tratados con mustina, vimblastina,
procarbacina y prednisolona después de 9 afios, desarrollaron una monocapa de células
estromales que sélo cubrid como maximo un 60 % de la caja de cultivo, micntras que las
células de médula Osea de pacientes no tratados, cubrieron el 100 % del substrato de cultivo
(Radford, et al 1990). Los estudios realizados en raton indican que el dafo al estroma es
permancnte (Testa, et al 1988).
El soporte de la hecmatopoyesis por las células estromales de pacientes tratados con
quimioterapia en presencia de citocinas, aunque muestran un incremento relativo similar al
mostrado por los cultivos de células estromales normales, el numero celular absoluto
generado fue menor (Coutinho, et al 1990), esto indica que el estroma reduce su potencial
para soportar la hematopoyesis, probablememe porque existe un menor nimero de células
estromales nodrizas para las célul i h poyéticas. Por otro lado, también se
tienen reportes que la pancitopenia, en algunos casos con pacientes con ancmia aplastica, se
correlaciona con el dafio a las células estromales (Knospe, et al 1994). f.os hematdlogos
clinicos estdn aplicando dosis altas de quimi api para elimi las células r lasi
lo que implica un mayor riesgo de dailo para las células estromales y por tanto al ambiente
hematopoyético ¢ inclusive pucde ser irreversible. Seria conveniente encontrar alternativas
de tratamiento para proteger a las células cstromales y células hematopoyéticas, antes de
al iente a un régi de quimioterapia y asi disminuir las lesiones a largo plazo.

Factores de crecimiento hematopoyético.
Las células estromales de la médula 6sea tienen una particip

para sustentar

ta h poyesis y d su idad para producir los factores de crecimiento
hematopoyético. Se llegd a esta conclusion porque el cultivo in vitro de células precursoras
h oyéticas p i de l1a médula 6sea de ratdn, sélo proliferaron en presencia de

élulas estr 1 o del dios de cultivo dici do (: dado) por células integrantes

del estroma de la méduta dsea (Pluznik and Sachs, 1965, Bradiey and Metcalf, 1966). Mas



tarde se demostrdé quc la proliferacion de las células precursoras hematopoyéticas cra
responsabilidad de los factores glicoproteicos presentes ¢n el exudado. Los factores
obtenidos de los diferentes tipos celulares, mostraban mayor actividad sobre un linaje cclular
especifico; ¢l factor proveniente de medio condicionado de fibroblastos induce 1a formacion
de colonias de monocito-macrafago. El de macrofago induce la formacion de colonias de
granulocitos, y el de epitelio induce Ja formacion de colonias de granulocito-macrofago
(Metcalf and Burgess, 1982). Por sus propiedades, este grupo de moléculas recibieron el
nombre de factores estimuladores de colonias (CSF's). Para la denominacion de cada CSF
s¢ antepuso la letra inicial del grupo de cdélulas precursoras que tienen como blanco
principal, el factor que da origen a los macrofagos se le conoce como M-CSF, al de
granulocitos G-CSF y al de granulocito-macrofagos GM-CSF (Metcalf and Burgess, 1982).
La identificacién del factor que induce la protiferaciéon de varios linajes celulares incluyendo
eosindfilos, eritrocitos, baséfilos, megariocitos, granulocito-neutrofilos, y monocito-
macréfagos se le denomind Multi-CSF, también conocido como interleucina-3 (IL-3)
(Metcalf, 1993). Cabe scitalar que al GM, G y M-CSF también se le conocié como inductor
de macréfagos y granulocitos-1 ( MGI-1) (Sachs, 1987b).

La clonacion de células hematopoydticas sustentada por los CSF’s, la identificacion y
clonacion de genes de los CSF's asi como de sus receptores y la produccién de citocinas
recombinantes, ha facilitado la caracterizacion de estos y otros factores que inducen la
profiferacion y diferenciacion de células precursoras comprometidas e incluso de células
tallo pluripotenciales (Figura 1), pero también de aquellos que regulan negativamente la
proliferacion. Al conjunto de estos factores, incluyendo a los CSF's, se les conoce como
factores de crecimiento hematopoyético (HGF), o citocinas hematopoyéticas (Metcalf,
1989, Sieff, 19%0), actualmente se conocen mas de 30 y la lista pucde ir creciendo (Tabla 1)
(Yoshida, 1994), En la actualidad existe un grupo de citocinas conocidas como
interleucinas que van de la 1 ala 15 (IL-1 a IL-16) también regulan la proliferacion de las
y linfoides (Figura 1, Tabla 1). La eritropoyetina (Epo), como ¢l M-CSF,
es un factor linaje especifico para la generacion de eritrocitos (Dexter, 1989), El factor de
células tallo (SCF), es una citocina que favorece la sobrevivencia y proliferacién de las
células seminales (Zsebo, et al 1990) (Figura 1) y recientemente se ha caracterizado otro
factor denominado ligando para el f7r 3, un receptor tirosina cinasa, el cual muestra una
actividad reducida de HGF en células tallo, pero sinergiza la actividad de otras citocinas
(Rosnet, et al 1993).

Las citocinas que modulan la actividad de las células hematopoyéticas se han dividido, por
su efecto biolégico y caracteristicas moleculares, en varias familias; factores de crecimiento,
interleucinas, interferones, factor de necrosis tumoral, factor de crecimi transfor

lal aloid
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factor i
1 1i

de lev i Un { de las familias de las citocinas, sindnimos,
cromg ica y peso molecular se desarrolla en la Tabla 1.

Moduladores negativos de la hematopoyesis.

Las células precursoras hematopoyéticas se caracterizan por encontrarse en constante
proliferacion para garantizar su autorrenovacion, y también el suministro continuo de células
maduras. Los factores inductores de la proliferacion celular han sido investigados
continuamente, pero se¢ conoce poco de las moléculas que la inhiban. Las citocinas
reguladoras negativas de la hematopoyesis son el TGF-B, TNF-c, IFN-y y IFN-a (Tabla 1)
(Yoshida, 1994). La mezcla de citocinas constituida por IL-3, SCF, G, M, y GM-CSF, IL-1
e IL-6, revierte la actividad inhibitoria ejercida por el TGF-f3 sobre células precursoras de
médula dsca de ratéon, pero la actividad proliferativa mostrada por la mezcla de esas
citocinas fue bloqueada por una combinacién de inhibidores (TGF-B, IFN-y y TNF-a)
(Jacobsen, ct al 1994b). La proteina inflamatoria de macrofagos (MIP) no impidio la
proliferacion en forma aislada ni en combinacion con otros inhibidores (Jacobsen et al
1994b), aunque hay datos que lo seilalan como un inhibidor de 1a hematopoyesis (Mayani, ct
al 1995). El IFN-a también es un agente que interfiere con la hematopoyesis, esta actividad
la ejerce por la produccidn del antagonista del receptor de la Interleucina-1 (IL-1Ra) en las
células estromales, este antagonista evita la actividad biologica de la IL-1, molécula que es
indispensable para la produccion de GM-CSF y su ausencia se correlaciona con una
disminucion drastica de la hematopoyesis (Aman, et al 1994); pero no se evalio ¢l efecto del
IFN-a sobre la produccion de otros CSF’'s como M-CSF, SCF o la propia IL-3 por las
células estromales. Los resultados de estos dios podrian pl
de este inhibidor en la hematopoyesis.

1tar la participacion

Se ha considerado a ta IL-6 y al LIF como reguladores negativos de la hematopoyesis
(Sachs and Lotem, 1994), sin embargo existen datos que demuestran que mas bien
interactdan con otros CSF's para promover la hematopoyesis. La IL-1 también ha sido
sefialada como un agente inhibidor pero sélo para al lineas le (Onozaki, et al
1988), por tanto su papel como inhibidor de la hematopoyesis aun no ha sido
completamente esclarecido. La IL-10 es considerada como regulador negativo de la
respuesta inmune (Oswald, et al 1992), y un inhibidor de la hematopoyesis, principalmente
por su capacidad para suprimir la activacion de macrofagos y linfocito T, productoras
principales de citocinas después de la aparicion de un < >. Las principal.

afectadas en su produccion son IL-2, IL-3, TNFR, IFN-y, GM-CSF (de¢ Waal Malefyt, et al
1991).




CITOCINAS QUE MODULAN LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE CELULAS

HEMATOPOYETICAS
Familias S < Pesn Mal, (Kd) Tnhibidores de
Proliferucion
Factores de MULTI-CSF | IL-3 5q23 14-28
Crecimients GM-CSF CSF-u 5q23 14-35
G-CSF CSF-p 17q11 18-22
M-CSF CSF-1 5q33 35 x 2
EPO 7q11 33-30
SCF ligando c-kit 51 x 2
Taterbeucinas -1 Tematopoyetina: | 2q 17.5 1%
1L-2 TCGF 4q 15-20
1L-3 MULTI-CSF 5q23 14-28
mw— BSF-1 5q 15-20
IL-5 BCGF-11 sq 215 x 2
1IL-6 BSF-2 Tq 21-28
IL-7 8q 25
IL-8 NCF/NAP 4q 810 x 2
-9 ps0 5q 32-39
1L-10 1 19 x 2 | bloques Siensdo csirs
IL-11 19q 20-23
IL-12 35-30
IL-13 sq 12
IL-14
L-15
1L-16 LCF 56
Imterferones TFN- TFN ac leucocrtos 9q 16-27
1IFN-f TFN da fibroblastos { 9g 20
IFN2y IFN iomuno 129 17 X2 | oo
Factores de TNF-ou Cachactina 6p 17 x 1-3
Necrosls Twmors! | TNF-f} Linfotoxina 6p 20-180 _x 3 | 30000EKXXONXXXX
Factores Crechn. TGF-o. 2 26
Teansbormonts TGF-f 199014q 125 x 2
Fac 1nbl LIF 22q 46 RXXRXNNXXKXXN
t icas (revi cn 1994 y con Laberge, ¢t al 1996).
Iador de Colonias TCOF- Factor de Crecimiento de Células T
Orunllonlbhl-aﬂf DCGE- = - - 13

BSF- Factor Estimulador do Células 1.

o NCF- Factor Quimiotactico do Neutrdfilos
SCT- Factor de Célutas Tallo NAP- Proteina Activadora de Neutrofitos
1.CF- Factor quimiotictico para tinfocitos EPO- Eritropoysting
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Por otro ado, recicntemente se ha descrito a un polipéptido de 63 000 daltones denominado
supresina (SPN). esta molécula muestra una actividad inhibitoria de la proliferacion de
linf T, células el

y de linfomas, ademas se encuentran niveles altos de este
factor en linfocitos en reposo, probablemente bloqueando la entrada al ciclo celular
(LeBoecuf, et al 1990). La SPN, induce la produccion de IFN-ax e IFN-3, por lo que los
autores la consideran un regulador negativo central (Ban and LeBoeuf, 1994).

Estos datos parecen indicar que en e} futuro el nimero de inhibidores de la hematopoyesis
puede crecer, mientras tanto es importante mencionar que a diferencia de las CSF's, el TGF-
B se detecta en grandes cantidades en €l tejido hematopoyético (Ellingsworth, et al 1986),

por su parte el IFNa y el IFN-y, son producidos por varias células, incluyendo los
constituyentes del estroma medul

como célul endoteliales y macréfagos, entre otras
{Aman, et al 1994), por tanto es posible que las 3 moléculas sean las principales inhibidoras
de 1a hematopoyesis. Sin embargo esta conclusion debe manejarse con precaucion ya que se
ha demostrado que algunos inhibidores también muestran actividad proliferativa, tal es el

caso del TNF que en combinacidon con la IL-3 favorece la hematopoyesis (Caceres and
Hoang, 1992).

Receptores de los HGF

Para que los factores de crecimi h poyéti ejerzan su actividad biologica deben

unirse a receptores especificos sobre las células blanco (Nicola, 1989). Las células
hematopoyéticas no expresan los tipos de receptores, asi se ha observado que las
cdlulas tallo, pero no las células maduras h poyéticas, pr prefer
receptores para SCF (Ogawa, ct al 1991), a diferencia de los progenitores mas maduros que
portan receptores para GM-CSF, IL-3, G-CSF y M-CSF entre otros (Ogawa, et al 1991).
La for ion del lejo ligando-r p trae como ia el d d i

de sefales intracelulares a través de la activacion de tirosina cinasas, dando como resultado

final la activacion celular (Linnekin, et al 1992), ya sea favoreciendo la proliferacion o la
actividad funcional de las células maduras.

En base a la homologia en los domini rel en la trad ion de sefiales de los

receptores, estos se han dividido en dos grupos principales. La familia de receptores de
tirosina cinasa (RTK) y los receptores de las citocinas (CR) (Figura 3) (Hallek, 1995). Los

RTK son iéculas con un dominio ex tular resp ble de fijar al ligando, un dominio
tr branal y un domini itopt i region con actividad de tirosina cinasa y
responsable directo de iniciar las les intr tul . Los prores para el M-CSF v SCF
son integrantes de esta familia. La unién del ligando al P RTK ind ia formacidon
de h di o y la sub ivacién del d

cinasa, transfi:forilacion de los



HGF

HGF
Receptores
Receptores de Tirosina
Citocinas Cinasa

! v v v
I Sintesis de DNA y preliferacién l
i
Figura 3. Cascada de la induccién de sefialas i idas por los de !
imi h ico unidos al receptor de citocinas a al de tirosina

0 et §
cinases (tomado de Halleck, 1995).
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homodimeros sobre los residuos de tirosina, y final ta for i6n de complejos con
distintas proteinas de sefializacion, las cuales se unen fisicamente y con alta afinidad a los
RTK fosforiladas (I.ev, et al 1991). Estas proteinas son fosfolipasa C-y (PLC-y) y fosfatidil-
inositol 3-cinasa (PI3K), y también sc menciona la fijacién de la proteina activadora de
GTPasa ras (Cantley, et al 1991). Después de este evento de activacion inicial, se promueve
la fosforilacion de diferentes substratos que son los mismos involucrados en la ruta de
sefalizacion del segundo grupo de receptores; los receptores de citocinas (CR) (Cosman, ¢t
al 1990).

La familia de los CR esta constituida por receptores para la IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, 1L.-6, IL-
7. IL-11, eritropoyetina (EPO), GM-CSF, G-CSF y LIF (Cosman, ct al 1990, Nicola and
Metcalf, 1991). Mientras que los receptores de IFN, TNF, y de la IL-1 se consideran
independientes de las dos familias de receptores que nos ocupa (Taga and Kishimoto, 1992).
La familia de los CR a diferencia de los RTK, constan de una subunidad e y una subunidad
B. La subunidad a ¢s un receptor célula especifico, mientras que la 3, parece ser compartida
entre algunos grupos de receptores de las citocinas, tal cs el caso de los receptores de la IL-
3, GM-CSF e IL-5 ( Hara and Miyajima, 1995 ); otro cjemplo lo constituyen los receptores
de la IL-6, IL-11 y el LIF (Taga and Kishimoto, 1992). Los CR son proteinas con un
un tallo tr branal y un

injo extr lular resp de la fijacion del i
dominio citoplasmatico al cual no se le reconoce un sitio evidente de actividad de tirosina
cinasa (Bazan, 1990).

A pesar de carecer de un dominio cinasa en los CR, la unién de su ligando induce la
fosforilacion de tirosina de varias fosfoproteinas celulares, muchas de ellas detectadas
segundos despuds del estimulo (Kanakura, et al 1990, Hallek, 1995). Esto sugicre que la
activacion del receptor induce la asociacion de los CRs con al menos una tirosina cinasa.

Se han dado fuertes evidencias de que las proteinas cinasas como JAK2 y productos del
proto-oncogen ¢-fes/c+fps, una proteina de 92 kd, se unen directamente a los CR a través de
la cadena 3 (Hanazono, et al 1993, Stahl and Yancopoulos, 1993). Otros estudios indican
que miembros de las familias de Src cinasa, concrctamente Lck, Fyn y Lyn han sido
fosforiladas después de la unién de 1a IL-2 a su receptor (Tarigoe, et al 1992a), Lyn también
esta involucrado en la ruta de sefalizacion IL-3, GM-CSF ¢ 1L-6 (Torigoe, et al 1992b),
aunque se sospecha que sc uncn directamente a los CR.

La activacion de los RTK y CR inducen la fosforilacion d¢ proteinas intracelufares, pero el
nuomero varia en base al receptor activado, asi se ha demostrado que la linea celular
megacarioblastica MO7 (la cual expresa receptores para IFN-y, IL-3, IL-4, IL-9, GM-CSF,
G-CSF y SCF). después de una estimulacion con SCF se fosforilan hasta 16 proteinas
intracelulares (Hallek, et al 1992). La IL-3 y GM-CSF induce la fosforilacion de 12




proteinas (Kanakura, et al 1990, Hallek, et al 1992), y mucho mis restringida es la accion
para la EPO con solo 3 (Komatsu, et al 1992). Estos datos explican porqué algunos factores
como SCF modula la proliferacion de células tallo a diferencia de la EPO que esta
restringida al linaje eritrocitico.

Hallek (Hallek, 1995) propone que después de la activacion y unién de PLC y PI3K en la
ruta de los RTK y de JAK?2, c-fes/c-ips y problabl Lyn en la via de los CR. ambas
familias de receptores usan una ruta de sefializacion comun, particularmente actuando como
una reaccion en cadena sobre las cinasas: Sho/Grb2, Sos 1, Ras y Raf-1, quien finalmente
fosforila a las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK), quien a su vez activan a
los reguladores transcripcionales como ¢-Fos, ¢-Myc y c-Jun, lo que da como resultado la

activacion celular (Figura 3).
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INTERLEUCINA-I.

Hace S5 afios se caracterizO una proteina obtenida de los exudados de una inflamacién
aguda, su peso molecular variaba de 10, 000 a 20,000 daltones, labil al calor y con la
propiedad de producir fiebre después de la inyeccion en animales y humanos, razén por la
cual se le denomind pirogeno endogeno (Dinarello, et al 1977, Atkins, 1989), factor que
también induce la sintesis de proteinas de fase aguda en hepatocitos, disminuye los niveles
de zinc y hierro en el plasma, causa neutrofilia, aumenta la respuesta de células T a

mitégenos y antigenos in vitro (Kampschmidt, 1981). El pirégeno enddgeno es producido
agentes infl. orios,

por leucocitos en respucsta a las infecciones, toxinas micrc
productos de lucocitos activados y factores del complemento (Dinarello 198%a). Debido a
que este pirégeno es producido por leucocitos y su blanco son los propios leucocitos, se
considerd conveniente denominarlo interleucina-1 (IL-1) que quiere decir “entre leucocitos™
(Dinarello 1989a). Existen dos formas giicosiladas de la IL-1, una forma écida denominada

Interleucina-1 alfa (IL-la) cuyo punto isoeléctrico es de 5 y una forma neutra, la

Intereleucina-1 beta (IL-1B) con pl de 7.2. Ambas moléculas en su forma madura tienen un
(March et al, 1985). La clonacion de los genes y
ha permitido establecer que las
1986), mediador endégeno

peso molecular de 17,000 daltones
bi de esta

obtencidn de proteinas r
moléculas conocidas como pirégeno endogeno (Dinarello
1 itario (K hmidt, 1981), factor activador de linfocitos (Gery and Waksman,
1972), factor de células mononucleares (Krane, et al 1985), catabolina (Saklatvala, et al
1985), factor activador de osteoclastos (Dewhirst, et al 1985), hemopoietina-1 (Mochizuki,

et al 1987), son sinénimos de fa IL-1.

Familia de 1a interleucina-1.

La IL-la y la IL-If3 son las formas bioldgi
receptor a pesar de no tener mucha homologia, sin embargo, existe otra molécula similar a la

IL~1f que se une al mismo receptor, pero a diferencia de las dos primeras, no despierta

activas, incl se unen al mismo

ninguna actividad biologica, por estas caracteristicas se le ha dado el nombre de antagonista
del receptor de la IL-1 (IL-1Ra). Las tres moléculas constituyen la familia de la IL-1. Los
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genes que codifican para cada miembro de la familia de la IL-1 se¢ localizan ¢n el brazo largo
del cromosoma 2, sitio en el que también se localizan los genes para  los dos tipos de
receptores que fijan a la IL-1 (IL-1RI, IL-1RII) (Webb, ct al 1986)

Los primeros genes clonados fueron €l de la 1L-1a de ratén (Lomedico, et al 1984) y el de
la IL-1B humana (Auron, et al 1984), mas tarde se clond el gen de ja IL-la humana

(Furutani, ct al 1986). Actualmente se conocen los genes de la IL-1a ¢ IL-13 de raton y

>, ambos  conti 7 y 6 intrones. El primer exén codifica para la region no

traducida 5°, los sigui tres exones codifican para la region propéptido, mientras que la

region madura de la IL-1 es codificada por los tres cxones restantes. El ultimo exén también
codifica para 1a region no traducida 3° (Telford, et al 1986, Furutani, 1994). A excepcion del
IL-1Ra, los otros dos genes carecen de un  péptido sefal clasico de las proteinas de
secrecion (Eisenberg, et al 1991) y s6lo la IL-1a no tiene una caja TATA como tal
(Shirakawa, et al 1993).

La IL-la y la IL-1B  son moléculas secretadas de 17, 000 daltones, sin embargo la
clonacién de genes permitié establecer que cada gen sintetiza péptidos de mayor tamafio
conocidos como pro-1L-1. Tanto la pro-1L-1a como la pro-IL-1f tienen un peso molecular
de 31,000 daltones y ambas son cortadas por enzimas proteoliticas para generar las formas
maduras. Cabe sefialar que la forma inmadura y madura de la [L-1a son bioldégicamente
activas, en cambio la IL.-1 sélo es activa en su forma madura (Dinarello, 1994a). Por otro

lado, la IL-1x es la principal forma de 1L-1 adherida a membrana y se le responsabiliza de

ser la molécula en la cual se unen los linfoci a los macrofz para formar rosetas en el
timo, sin embargo también se encuentra a la IL-1x en circulacién. En lo que respecta a la

IL-18, es una molécula preferentemente de secrecién (Dinarello. 1994b). Cabe seflalar que

se han rado péptid i eactivos y bioldgicamente activos de IL-1 con pesos
moleculares de 2, 4, 6, 10, 11 y 22 mil daltones (Dinarello, 1989a). La IL-la y la IL-1B
pueden encontrarse en el sobrenadante de los cultivos y fluidos corporales, sin embargo 1a
forma mas abundante es el de 1a IL-1]3.

El antagonista del receptor de la IL-1, el IL-1Ra, también es secretado, sin embargo se han

encontrado que existen formas que son retenidas en el interior de las células (icIL-1Ra),
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probablemente por carecer de péptido sedal, aunque es pertinente indicar que son

funcionalmente indistinguibles (Faskill, et al 1991).
La homologia en la secuencia de aminoacidos (aa) entre la IL-1a y la 1L-13 es de 22 %, [L-
la con el IL-1Ra es de 18 %, mientras que con la IL-18 es del 26 % (Dinarelio 1994b). La
homologia de la IL-1( entre varias especies esta en un rango de 75 a 78 % y de la 1L-1at es
del 60-70 % (Dinarecllo 1989a), lo que puede explicar 1a ausencia de la restriccion especie
especifico, entre raton y humano.

Por ensayos de mutacion dirigida en proteinas de la IL-1, se ha establecido que existen dos
sitios, A y B, que son fundamentales para la union al receptor. El sitio de union A de la 1L-
18 consta de Tyr-16, Glu-20, Try-34, Glu-36 y Try-147, region que la comparte con el 1L.-
1Ra (Evans, et al 1995). [l sitio B para esta misma molécula esta compucsto por Arg-4, -
1ys-92/Lys-94, GIn-18/Glu-51, Lys-103 y Glu-105, sitio que no esta presente en el 1L-1Ra,
razén por la cual se considera el sitio

responsable de desencadenar la activacion del
receptor de IL-1 (Evans, et al 1995).

Los principales productores de esta molécula eran tos macréfagos tanto en humano como

en raton (Kovacs, ¢t al 1987), aunque también son sintetizados por los neutrodfilos,
linfocitos T y B, keratinocitos, células de cerebro de rata, microglias, células endoteliales,

fibroblastos, células epiteliates y células

giales de rifién. Se ha establecido que los
macrofagos son las células con el mas alto potencial para la produccion de 1L-1, ya que bajo
estimulos adecuados, producen hasta 100 ng/milion de monocitos (Lisi, et al 1987). Por otro
lado es pertinente sefialar que en monocitos existe una produccion 20 veces mayor de la IL-
18 que de la IL- 1, sin embargo se ha observado que los  keratinocitos expresan de 2 a 4
veces mias IL-1a que I1L-1f3 (Kobayashi et al 1989).

Existen varios agentes que promueven la expresion del gen de la 1L-1, sin embargo es
conveniente resaltar que el LPS, el PMA, y citocinas como 1a propia 1L-1, IL-6 e IFN, son
los principales factores que inducen la expresion del gen de la IL-1.

Los inductores como ¢l LPS y ¢l PMA han sido d

para dilucidar los principal

regiones promotoras de la induccion a Ja expresion del gen de la IL-18 y del 1L-1Ra, De
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estos estudios sc establecio que ¢! gen de la IL-1B tiene una regién potenciadora de la
transcripcion entre cl nucledtido -3134 a -2729, conocida como secuencia de induccion rio
arriba (USI) (Crump, et al 1992, Dudding, et al 1989). El segmento USI se ha dividido en
regiones B, C, D, E, F, G, H ¢ I, los cualcs parccen fijar diferentes factores de transcripcion.
La construccion de vectores CAT que contienen las diferentes regiones USI acoplados al
promotor del oncogen c-fos, permitié dilucidar la participacion en la transcripcion de cada
region. Asi se ha establecido que la region B-C es un segmento de sinergia para la
transcripcion inducida por el PMA. La region D-G es indispensables para la promocion de la
transcripciéon promovida por el 1.LPS o PMA y la region I, es indispensable para la
transcripcién promovida por el LIPS, La region H parece ser una regién inhibidora de la
transcripcion ya que su eliminacion, favorece en mas de 10 veces la transcripcion (Auron
and Webb, 1994). La region E y 1a I parecen ser segmentos de fijacion para el factor nuclear
de IL-6 acoplado al factor de transcripcion CREB (NF-IL6-CREB), mientras que en la
region I se une el factor nuclear kB (NF-kI3). La region F fija una proteina denominada NF-
b1 (Shirakawa, et al 1993) cuando las células son estimuladas con LPS, se¢ sospecha que esta
proteina esta relacionada con [a familin de las protcinas Statl, ya que estas proteinas se fijan
a la secuencia de activacion del IFN-y tipo I (Auron and Webb, 1994). De comprobarse que
NF-bl pertenece a la familia de las Stat se estaria estableciendo una ruta de activacion
comun para la transcripcion del gen de la IL-1 promovida por el LPS y el IFN-y.

La region USI parcce ser una region promotora de Ia transcripcion independiente del tipo
celular, existen otras regiones quc parecen conferir la transcripcion de ta 1L-1 de manera
célula-especifica, esta region esta comprendida entre ¢l nucledtido ~131 a +1, por tanto
incluye a la caja TATA. En este segmento al menos existe dos regiones de fijacion del NF-
IL6, Qque al parccer forma heterodimeros con el NF-kB para csta unidn, la primera se
localiza entre la posicion -99 ala -59 y la segunda en o junto a la region TATA (Auron and
Webb, 1994) Entre la region -131 a la -99 y rio abajo de 1a -59 ticnen la propiedad de fijar
proteinas como Spi-1/PU.1 (Auron and Webb, 1994), proteinas caracterizadas por regular la
expresion de génes célula expecificos, particularmente restringidas a células como
monocitos, mielocitos, células T y células B (Scott, et al 1994), Células que carecen de¢ Ia

proteina PU.1 como las Hela, no inducen la transcripcion dc génes de IL-1, pero la
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transfeccion de genes para PU. | revierten esta propiedad (Smith, et al 1992b), por tanto esta
region parece regular Ja expresion célula especifica de la  IL-1. Por otro lado existen
estudios que indica que las secuencias dul exon I y 2, incluyendo e! intréon 1 son regiones
que pucden fijar NF-IL6 y NF-kB, ya que su eliminacion inhibe la transcripcion del gen de la
1L-1cx célula especifica en al menos 20 veces (Mora, et al 1990). Finalmente, las posiciones

+146 a la +152, region correspondiente  al intrén 1, al ser insertados estos nucledtidos en
vectores que conticne tres sitios en bateria para la fijacion del NF-kB, reducen la
transcripcion del vector transferiddo en monocitos humanos hasta en un ! % (Auron and
Webb, 1994). Esta region s rica en secuencias TC/GA, segmentos que se les conoce como
silenciadores transcripcionales en varios genes (Kakkis, et al 1989). Esta secuencia de

nucledtidos también son observados entre la region UIS (sitio -2729) y la region proximal
del promotor (sitio -1931) del gen de la IL-13 (Gray, et al 1993). La region H y segmentos
TC/GA pueden ser los controladores estrictos de la transcripcion y esta pucde ser una

explicacion del porque las células macrofagicas sin ningun estimulo, no transcriben ¢l gen
de la IL-1.

Cuando los monocitos son exitados por el LPS, los RNA mensajeros (RNAm) para IL-la e
IL-18 son detectados 15 minutos después del estimulo, se sostiene por 4 horas y cae
(Fenton, et al 1988), mientras que la induccion por la propia IL-1 los niveles de RNAm se
mantienen por 24 horas (Schindler, ¢t al 1990a). También se observa una vigorosa
transcripcion después de la adherencia al substrato de cultivo, sin embargo llama la atencion

que no ocurra la traduccion a proteina del RNAm de IL-1f3 pero si una degradacion
limil el bloqueo de la trad 16n (Schindler, et al

acelerada, la adicién de LPS o IL-1
1990b, Kaspar and Gehrke, 1994).

Por estudios de inmunoprecipitacion no se detecta a la IL-1 en el rcticulo endoplasmico,
Golgi, ni otros organelos, por lo tanto se considera que las proteinas recién sintetizadas de

prolL-lax y prolL-18 permanccen en el citosol, presumiblemente por carecer de un péptido

sefial. La prolL-la se considera que es una forma anclada a membrana, ya que

pricticamente no sc¢ detecta en circulacion ni en fluidos inflamatorios (Stevenson, et al
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1993). Se supone que la IL-1a cs cortada por protcasas extracelulares y de esta forma se
tiene Ja IL-1a madura de 17,000 daltones (Thornberry, et al 1992)

La prolIL-1f} sale de la célula pero cs escasamente activa, la forma madura de 17,000
daltones es generada cuando la prolL-1f3 es cortada por una proteasa de cisteina especifica
que reconoce al acido aspartico-alanina en la posicion 116-117 (Thoraberry, ¢t al 1992,
Cerretti, et al 1992). Esta cnzima s¢ le denomina enzima convertidora de la interleucina
(ICE) (Thornberry, et al 1992, Cerretti, et al 1992, Wilson, et al 1994). Cabe seilalar que la
ICE no se ha demostrado que tenga la capacidad de cortar a la IL-1c, pero su ausencia
influye negativamente en la secrecion de la IL-1a, TNF-a e IL-6 (Kuida, et al 1995), aun no
se encuentra la explicacién de como ocurre esta modulacion.

La prolL-1Ra tiene un péptido seial, asi que es trasladada al Golgi, procesada y empacada
en vesiculas de secrecidn para su traslado a la membrana y liberada al medio extracelular en
forma de IL-1Ra soluble (SIL-1Ra), sin embargo se han detectado formas que carccen de
péptido sefial de tal suerte que quedan atrapados en el citosol (icIL-1Ra) (Haskill, et al

1991, Arend, 1993).

Receptores para la IL-1.
Se conocen dos tipos de  receptores para la IL-1; IL-1RI e IL-1RII, aunque ambos son
glicoproteinas, ¢l primero tiene un peso molecular de 80,000 mientras que el segundo es de

60,000 daltones. Los dos receptores cuentan con una region extracclular de 325 aa con tres
dominios tipo inmu lobulina, una regidn transmembranal y un tallo citoplasmatico. La
region citoplasmitica para el IL-1RI es de 215 aa (Sims, et al 1988), mientras que cl de IL-
consta de 29 aa (McMahan, et al 1991). Cabe sefialar que también se han

1RII solo
encontrado formas solubles de ambos receptores (Symons, ct al 1991).

Ambos receptores fijan IL-1 con aita afinidad en células transfectadas con genes de ambos
receptores (McMahan, et al 1991, Slack, et al 1993). Cada receptor es monomeérico y fija un
solo ligando (Dower, et al 1994, Slack, et al 1993), aunque es pertinente seflalar que la IL-
lae y el IL-1Ra tienen alta afinidad por el JL-1RI, este tltimo ligando se une en forma casi
irreversible a su receptor (Ka= 1x10" M) (Sims, et al 1994), mientras que la IL-1J
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muestra alta afinidad por cl IL-1RII (Scapigliati, et al 1989), sin cmbargo también se une al
IL-1RI.

El gen det IL-1RI no tiene caja TATA por lo que se considera un gen de expresion continua,
aunque a bajos niveles, pero en casi todos los tipos de células (Ye, et al 1993), esto se
correlaciona con datos obtenidos en 1os que se observa que la ocupacion de sélo 2 a 3 % de
los receptores son suficientes para una eficiente traduccion de sefales (Gallis, et al 1989, Ye
et al 1992). Sin embargo, las células tratadas con ésteres de forbol, IFN-y, IL-1, IL-2, IL-4,
vitamina D3, PGE2, y ¢! PDGF incrementan el nimero de receptores IL-1RI (Koch, et al
1992, Yc et al 1992).

El IL-IRII también sc¢ expresa en muchas células aunque predomina en  neutrofilos,
monocitos y linfocitos B (Dower, et al 1994). Las células tratadas con factores de
crecimiento hematopoyético, corticosteroides, IL-1, PGE2 ¢ lL-4, que son factores con
niveles comunmente incrementados en los procesos inflamatorios, incrementan la expresion
del IL-1RI1 (Dower, et al 1994)

La homologia de 1a porcién extracelular entre ambos receptores es del 26 a 28 %6 (Berger, et
al 1994). Sin embargo, llama la atencion que el uso de anticuerpos anti-l1L.-1RI bloquea la
accion biologica de la IL-1, pero no ocurre los mismo cuando se emplean anticuerpos contra
el receptor tipo II (Stylianou, ct al 1992, McKean, et al 1993, Sims, et al 1993).
Coincidentemente el receptor tipo Il es sintetizado en células como los neutréfilos en
presencia de IL-4 ¢ inhiben la red de produccion de citocinas promovida por la IL-1
(Colotta, et al 1993, Re, et al 1994), recientemente se ha publicado que no es capaz de
promover la traduccion de sciiales (Stylianou. et al 1992, Sims, ct al 1993). Estos datos
sefalan que el IL-1RII parece ser un regulador negativo de la accion de la IL-1. Esta
observacion parece reafirmarse por el hecho de que ¢t sIL-1RI1 sc une preferentementc y en
forma irreversible a la IL-1f3 y curiosamente este receptor soluble se incrementa 100 pM

(picomolar) mientras que la IL-1PB lo hace en 25 pM  en suero de

con i ione

severas. Algunos vinus como el de vaccinia portan un gen, el BI5R, que codifica para una
proteina con 30 % de homologia con el IL-1RII (Spriggs, et al 1992, Alcami and Smith
1992), proteina que fija IL-1 y disminuye la habilidad del huésped para desarrollar una
respuesta inflamatoria adecuada.

23




En resumen, la IL-tx ¢ IL-1P sc unen al IL-1RI y parece ser el Unico receptor capaz de
promover su actividad biologica, mientras que ¢l receptor IL-1IRI! en forma soluble o
adherido a membrana, fija preferencialmente IL-1B, pero sin istimular a la célula. El

ial calr p IL-1RI por tanto bloquea la fijacion

antagonista IL-1Ra se fija prefer
de cualquier otro ligando y asi bloquea la actividad biolégica de la IL-1

Transduccion de sedales mediadas por el receptor de la IL-1.

A pesar de que ¢l IL-1RI tiene un tallo citoplasmiico de 213 aa, ninguno parece servir como
substrato para tirosina cinasas. Sin embargo, se ha abservado que pocos minutos después de
iniciada 1a estimulacion celular con 1L-1, en ausencia de la hidrélisis de fosfatidilinositol, o
incremento de calcio intracelular, se activan proteinas fijadoras de GTP (O'Neill, et al
1990), fosfolipasa C (PLC) (Rosoff, et al 1988), esfingomieli con la

liberacion de ceramida (Mathias, et al 1993), y excitacion de la proteina activadora de
fosfolipasa A2 (PLAP) (Figura 4) (Gronich, et al 1994).

Algunos autores proponen que la activacion de PLC degrada a la fosfatidilcolina para

generar diacilglicerol (DAG), una molécula que estimula a la proteina cinasa C (PKC), yes
probable que las PKC finalmente activan a las proteinas cinasas excitadas por mitégeno
(MAP-K) (Guesdon, et al 1993, Bird, et al 1991).

La IL-1 y el TNF tienen rutas de activacion similar a pesar de que sus receptores son
independientes (Kolesnick and Golde, 1994, Brakebusch, et al 1992), bajo esta premisa,
algunos reportes establecen que la ceramida, activa una proteina cinasa de 97,000 daltones
cuando las células son estimuladas con TNF y que ésta fosforila a la proteina de 38,000
daltones (p38 cinasa), un miembro de las MAP-K (Freshney. et al 1994, Han, ct al 1994,
Liu, et al 1994), incluso se¢ propone que puede cjercer un efccto directo en Ja fosforilacion
del inhibidor del factor 1 kB (1kB) (Schutze ct al 1994).

Se desconoce como y que tipo de MAP-K fosforilan a los factores nucleares como c-fos-c~

jun, NF-kB y el NF-IL6, pero es un hecho que las células estimuladas con 11.-1 después de S
minutos ocurre una fosforilacion del inhibidor del factor de transcripcion NF-kB (IkB)
(DiDonato, ct al 1995) acompaiiado de Ia traslocacion del NF-kB al micleo (Stylianou, et al
1992). La IL-1 no sélo favorece la traslocaciéon del NF-kB, NF-IL6 y de la proteina de
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RUTAS DE TRANSDUCCION DE
SENALES POR LA IL-1.
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Figura 4. Via de activacién desencadenada por la iL-1. PC, Fosfatidil
PKC, Proteina

PLC, Fosfolipasa C: DAG, Diacil-glicerol; SM, Estfingomielina;
cinasa C; MAP-K, Proteina cinasa activada por mitégenos;

nuclear kapa beta; [kB, Inhibidor del factor nuclear; NF-IL6, Factor nuclear
de interleucina 6; AP-1, Proteina activadora-i (modificado de Schiatze, et al
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activacion 1 (AP-1) para Ia transcripeion de genes inducibles por IL-1, sino que también
activa a dos factores nucleares (jun-1 y jun-2) los cuales se fijan al promotor del gen c-jun
para estimular su transcripcion (Muegge, ¢t al 1993).

Una de las proteinas que fijan GTP es Ras, la que fostorila a Raf y ésta fosforila a la serie
de MAP-K, que es una ruta de activacion comin para el receptor de IL-6 y de los CR y
RTK (Lutticken, et al 1994, Stahl, ¢t al 1994). Si el IL-1RI activa protcinas que fijan GTP,
esta podria ser Ras, incluso se ha propuesto que puede ser una via comun de la activacion
entre I_-1 ¢ IL-6 (Kishimoto, ¢t al 1994). Por otro lado la proteina tirosina cinasa JAK2 s¢
une al receptor exitado de I1.-6 y es la cinasa responsable de Ia fosforilacion y activacion de
factores de transcripcion que responden al interferon (JRTF). El gen de la [L-1 tiene
regiones de fijacion para los IRTF, considerando que la IL-1 ¢s capaz de inducir la expresion
de su propio gen, entonces también existe la posibilidad que utilice la ruta de activacion de

JAK?2 para este fin, lo que hace pensar que puede ser una via general de la seitalizacion para

IL-1, CRy RTK

Efectos biolégicos de la IL-~1.
e de los eft biologi diados por la IL-1, a continuacion

Existe una lista impr
sélo se enunciaran brevemente algunos de cllos.
La IL-}] tiene la propiedad de inducir la expresion de genes, particularmente de las
prostaglandinas, leucotrienos y oxido nitrico. También induce la expresion de genes de Ia IL-
8, su propio gen (Dinarello, et al 1987) y de proto-oncogenes como c-fos y c-jun (Muegue,
et al 1993). Por otro lado favorece la estabilizacion de RNAnt mensajeros como cl del GM-
CSF (Ernst, ¢t al 1989, Griflin ¢t al, 1990). Sin embargo, parece regular negativamente la

expresion de genes como el de la ajbamina y del citocromo pa50 (Ghezzi, et'al 1986)
de provocar la mucrte,

Los cfectos letales de las toxinas de microor P

puede revertirse si se adiciona anti-TNF (Tracey, et al 1987) o el IL-1Ra (Alexander. et al
facion de estas las reduce la

1991), incluso se ha observado que la i

muerte de pacientes con sindrome de choque séptico (Bone, 1993), esto implica que una
d uccion del propio huésped. Sc ha

mediar la

sobreproduccion tales citocinas p
observacdo que ia inveccion de IL-1 provoca cuadros de choque séptico ¢ incluso la muerte.
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razén bor 1a cual se ha establecido la dosis limite de toxicidad de HL-1 ¢s de 300 ng/ml por
paciente (Smith, et al 1992).
La IL-1 inhibe las contracciones del masculo liso de la pared vascular (Beaslev, et al 1989),
y ocurre o misimo en miocitos del corazon in viro, actividad que es revertida por ¢f TGF-3
(Roberts, et al 1992). La produccion del oxido nitrico inducida por I1.-1 es la responsable de
la inhibicion de la contraccion cardiaca (Beasiey, ct al 1991, Finkel, et al 1992)
A nivel de sistema nervioso ceniral, la IL-1 actia coma un pode: aso pirogene (Tewari, et al
990). Se han detectado 1L-1R distribuidos a través del hipotalamo y estos receptores se
localizan sobre las proyecciones neuronales entre las expansionces de las células endoteliales
que constituyen la barrera hemato-encefalica. de forma tal que las neuronas reciben un
estimulo directo de la IL-1 externa. sin olvidar que las células gliales y al parecer las propias
neuronas producen 1L.-1 (Coceani, et al 1988). La IL-6, la IL-11 y el factor ncurotrético
ciliar (CNTF) también producen ficbre (Shapiro, ¢t al 1993), sin embargo en los cuadros de
febriles en el liquido cefaloraquideo (fluido-cercbro-espinal), donde la concentracion de IL-6
esta elevada. una inyeccion del 1L-1Ra bloquea la fiebre y reduce los niveles de 1a propia 1L.-

6 inducida por endotoxinas (LeMay, et al 1990). Lo anterior indica que la IL-1 es la
responsable directa de provocar la ficbre.

La {L-1 induce un incremento de 2 a 3 veces mayor de la sintesis de proteinas hepaticas

normales y de 100 a 1000 veces de las proteinas que participan en la reaccién de la tasc
aguda inflamatoria como fibrindgeno,

comp del c pl factor B3,
metalotioneinas y de varios factores de coagulacion (Ramadori. et al 1985, Ghezzi. et al

1986). La expresion de estas moléculas también es modulada por la IL-6, LIF y el factor

neurotrdfico ciliar, sin embargo la IL-1 ejerce este efecto en forma independiente de dichos
factores (Dinarello 1994a).

La IL-1 promueve la proted!

is (Moldawer, et al 1988), pero algunos datos contradicen este
fendmeno ya que la adminisiracion de IL-1 con el TNF reduce la pérdida de la masa
corporal (Flores, et al 1989) La IL-1 adicionada a los cultivos de hueso. induce un proceso

severo de resorcion asea v reduccion de la matriz de la misma, proceso que se ve
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sinergizado cuando se adiciona TNF (Feige, et al 1989). La IL-1 favorece la proliferacion de
los osteoblastos, asi como la sintesis de PGE2 y del factor activador del plasmindgeno, por
estas mismas cé¢lulas (Evans, ct al 1990). La destruccion del hueso y cartilago son los signos
caracteristicos de ta artritis reumatoide {(AR) y osteoartritis. La IL-1 es un potente inhibidor
de la si is de glicosaminogli os y cola ca

p de la matriz extracelular y
constituyentes de los cartilagos. Por otro lado la IL-1 también induce la sintesis de
metaloproteasas y gelatinasas las cuales contribuyen a la destruccion det cartilago (Krane, et
al 1990, Dayer, et al 1986). El principal blanco de 1a IL-1 en la artritis son los fibroblastos
de 1a sinovial humana, no sélo para favorecer su proliferacion sino que ademas induce la
sintesis de PGE2 y proteinasa, y ¢l uso de los inhibidores de 1a ciclooxigenasa reducen la
lesidn en la artritis (Krane, et al 1990, Dayer, et al 1986)

En los pacientes con AR se encuentran niveles altos de IL-1 y al suministrarles el 1L~1Ra se
reduce la inflamacion (Chomarat, et al 1995). Las citocinas anti-inflamatorias como IL-4,
IL-13, IL-10, ¢jercen este efecto por el incremento en la produccidon de IL.-1Ra (Chomarat,
et al 1995), ademas la IL.-4 induce la produccion del IL-1RII, un receptor que bloquea la
accion de IL-1 (Re, et al 1994). La IL-1 es uno de los principales factores infl ios en

los padecimientos articulares (Chomarat, et al 1995). La IL-1 es un agente quimiotactico

para granulocitos {Colotta, et al 1993) los cuales participan en la inflamacién y contribuyen
en la exacerbacion de las lesiones.

La IL-1 induce la proliferacion de los keratinocitos, fibroblastos, células mesengiales, células
del musculo liso, células gliales y algunas células tumorales (Kohase, et al 1987, Libby, et al
1988). La IL-1 contribuye al desarrollo de la fibrosis en pacientes con efisema pulmonar
(Lonnemann, et al 1995), asi como en la fibrosis de médula dsea de algunos pacientes con
leucemia linfoblastica cronica (Kimura, 1993). La caracterizacion de la enzima convertidora
de la IL-1 (ICE), y su transfeccion a fibroblastos, permiti6é establecer que la IL-1 también
colabora en la promocion de la apoptosis de estas células (Miura, et al 1993). La IL-1
promueve la muerte celular programada en las neuronas (Gagliardini, et al 1994) y en células
B productoras de insulina (Bendtzen, et al 1986).
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La IL-1 afecta la proliferacién de células hematopoyéticas (hemopayetina-1), mediada por la
induccién de la produccion de los factores hematopoyéticos como el GM-CSF, G-CSF, M-
CSF, I.-3, IL-6 e 1L-1 por las células estromales de médula dsea humanas o de raton.
(Bagby, 1989, Fibbe and Falkenburg, 1990, Zsebo, et al 1988), este incremento en la
produccion de citocinas puede ser consecuencia de la estimulacion a la transcripcion de
RINAmM o por la estabilizacion del RNAm, como ocurre con el GM-CSF (Griffin, et al 1990).
La IL-6, G-CSF, GM-CSF, IL-3 y ¢l SCF no son capaces de inducir la formacion de
colonias a partir de las células formadoras de colonias de alto potencial proliferativo (HPP-
CFC), pero ¢n presencia de IL-1, o IL-1 mas IL-6 si ocurre la proliferacion de este tipo de
precursores (Jacobsen et al 1994a). La IL-1 rtambién favorece la sobrevida de los
precursores micloides (Johnson, et al 1989). Con la inycccion de menos de 1 ug/ml de 11.-1
en les y h ¥s incrementa el nimero de los granulocitos circulantes (Ulich, et al
1987), pero con dosis altas se desencadena una granulocitopcnia (Shieh, et al 1990). La
inyeccion de 1L.-1 en primates, a diferencia del GM-CSF, provoca una mayor liberacién al
de célul inal hematopoyéticas (Gasparetto, et al 1990). La

torrente
participacion de la IL-1 en la proliferacion de células eritroides parece ser confuso sin
embargo se ha demostrado que induce la proliferacion de las células precursoras eritroides a
partir de células precursoras hematopoyéticas de sangre periférica CD34°, efecto que es
revertido por el IL-IRa (Aoki, et al, 1995). Las muliiples propiedades de la IL-1 permiten
considerarla como rectora de la expresidon de citocinas, al menos en cl contexto de la
hematopoyesis (Bagby, 1989).

La IL-1 modifica Ia actividad de las células linfoides, de hecho uno de los nombres que
recibié este factor antes de llamarle IL-1 fue el de "Factor Activador de Linfocitos". Se ha
establecido que la [L-1 actiia como un coestimulador a dosis bajas de mitogenos o
antigenos, por otro lado i la resp a de linft T porque induce la expresion del
gen de la IL-2 y su receptor (IL-2R) (Simic, et al 1985). Datos recientes indican que la IL-1

parece ser fundamental para inducir la expresiéon de fa IL-2 en células T aan antes de la
expresion del receptor de células T (TCR) (Rothenberg, ¢t al 1990). La estimulacion a la
proliferacion de células T por la IL-1 es sinergizada por la presencia de IL-6, evento que
puede ser vilido para las células B. Es probable que la IL-1 no sea un mitdégeno importante
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para este grupo de células, pero favorece la accion de otras citocinas. Se ha establecido que
ia estimulacion para montar la respuesta inmune por los linfocitos T no ocurre en forma
normal si la IL-1 no esta presente (McKean, et al 1994). Faltan estudios para dilucidar la
relevancia de la TL-1 en la activacion de las células linfociticas, ¢l uso de ratones deficientes
en el gen de la IL-la e Ho-1[ (ratones nock out) pueden ser de gran utilidad.

Es pertinente seilalar que Ja IL-1 y el TNF, comparten actividades biologicas similares,
incluso cuando ambos factores son usados cn combinaciéon se muestra un fuerte efecto
sinergistico (Okusawa, et al 1988, Flores, et al 1989). sin embargo sus receptores y la
estructura proteica son diferentes. La actividad bioldgica compartida por ambas citocinas se
puede entender a nivel de las sefiales de los segundos mensajeros, en la cual ambas citocinas
usan la misma ruta (Schitze, et al 1994). Aunque la IL-1 parece regular negativamente la
expresion de los receptores para TNF (Holtmann and Wallack, 1987).

Otra citocina que traslapa muchas de las actividades de la IL-1, es la 1L-6, de hecho alguno
datos reficren que hay una mejor correlaciéon entre IL.-6 con la aparicion de fiebre, por tanto
se le puede considerar como la principal responsable de esta actividad, sin embargo datos
como la inyeccién de 30 ug/ky en humanos no produce hipotension (Smith, et al 1992a) por
1o que al parecer la IL-6 no es letal a diferencia de la 1L-1. La inyeccion de anti-TNF (Fong,
et al 1989), o IL-1Ra i virro (Granowitz, et al 1992) e in vive (Henricson, et al 1991)
reduce considerablemente la produccion de [L.-6. También se ha reportado que después de
1a inyeccion de IL-6 se observa una fuerte produccién de IL-1Ra (Tilg, et al 1994), ademas
la IL-6 inhibe la produccién de IL-1 inducida por LPS y TNF (Schindler, et al 1990), por
tanto se considera a la IL-6 como una citocina anti-inflamatoria ya quec promueve Ia
produccion del IL-1Ra, y produce anti-proteasas, moléculas que pueden inhibir la
generacion de las formas maduras de las IL-1 (Tilg, et al 1994).

La participacion de la IL-1 en los procesos de diferenciacion celular han sido poco
estudiadas, tanto asi que en los articulos de revision, este enfoque no ha sido discutido
(Bagby et al 1989, Crown, et al 1995, Dinarcllo, 1994b). No obstante, existen algunos
reportes que sefialan la probable participacion de la IL-1 en el proceso de diferenciaciéon

celular, Se ha observado que fa IL-1a promueve el fenotipo maduro de células endoteliales

jovenes, y las célul dotelial ya no se dividen porque expresan
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constitutivamente a la IL-1a, pero éstas pueden adquirir una morfologia de células jdvenes y

ser capaces de proliferar cuando se impide la traduccién del RNAm para la IL-1a (Maier, et
al 1990).

En el contexto de la hematopoyesis, tampoco existen muchos datos sobre la participacion de
la IL-1 en la difer

ion celular mieloide o linfoide. Sin embargo, algunos estudios
sefialan que induce la expresion de IL-2 y su receptor en linfocitos (McKean, et al 1993).
En relacion a las células mieloides la IL-1 induce la expresion de factores hematopoyéticos
como GM-CSF, G-CSF, 11.-3 0 M-CSF (Shaw and Kamen, 1986). La IL.-1 combinada con
el TNF cjercen un efecto supresor en la hematopoyesis (Gasparetio, ct al 1989), aunque se
ha observado que la IL-1 sdla tiene esta actividad, incluso sc le ha considerado como un
agente antineoplasico (Onozaki, et al 1988). El efecto supresor de la hematopoyesis puede
deberse a la induccidon a la diferenciacién celular, particularmente por su capacidad de
inducir la expresion de receptores Fc (FeyR) (Onozaki ¢t al 1987, 1988)
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RECEPTORES Fe

Hace mas de 30 ailos que se describi6 la existencia de receptores celulares capaces de fijar

la fraccién cristalizable (Fc) de la molécula de inmunoglobulina, a los cuales sc les

denominéd Receptores Fc (FeR, del Inglés Fc Receptor) (Boyden and Sorkin, 1960). Estos
receptores se expresan en todas las células del

y tienen especcificidad por
diferentes isotipos de inmunoglobulina, asi tenemos FcR para 1a 1gG (FeyR), IgE (FceR),

IgD (FcSR). IgM (FcuR) e IgA (FcaR) (Meliman, et al 1988). De todos los FcR solo los
FcyYR y FeeR de leucocitos han sido ampliamente caracterizados. Esta revision se centrara

sobre las caracteristicas y actividad biolégica de los FcyR.

Los FcyR juegan un papel importante en la inmunidad y resistencia a las infecciones, éstos
conforman un grupo de moléculas que permiten la interaccion entre el complejo antigeno-
anticuerpo y las células efectoras resp bles de la

i0n de los agentes patogenos.
Cabe sefialar que entre las células efectoras mas relevantes tenemos a los macrofagos,

granulocito-neutrofilos y eosindfilos (Fanger, ct al 1989b). Estas moléculas por ser
expresadas en células maduras, han sido empleadas como marcadores de diferenciacion en

las células hematopoyéticas, junto con la produccion de lisozima y la fagocitosis (Ruhl and
Pluznik, 1993)

Caracteristicas de los FcyR.

Hasta el momento se han descrito en el ratén y en humanos tres diferentes tipos de FeyR:

FcyRl, FcyRIL y FcyRIII (Raveth and Anderson, 1990). Todos ios FeyR son glicoproteinas
P as de una

idad o (Figura 5). aunque ¢! FeyRI y FcyRIll se complementa con
un dimero de la subunidad v, y particularmente el FeyRI1II puede formar heterodimeros con

una tercera subunidad conocida como cadena ¢ (y—C) (Figura 5). La subunidad « tiene tres

regi . una extr lular, una tr

anal y una citopl ica, mientras que la cadena

¥ o § sélo tiene dos; 1a r b

anal y la citop i La subunidad « en ¢l FcyRIL y
las ¥y o { enlos FcyR1 y FcyRI1l son las responsables de la transduccion de sefiales (Ravetch

and Anderson, 1990, Ravetch, 1994). En los tres tipos de FcyR la cadena ¢ es la
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A, B, C A, C B A B
Figura 5. Protefnas gue integran ks familia do los FoyR_ Las i ins
eonn::hmmh-l’cyhy-onhhmqmmmn\mcbmn
un ico. F1FcyRI ve i Por troe gerse al igual qua el FeyRIL (A, B,C), misntras qus el FoyRIL
cehpr&-(A.B) L-eﬂn-vygp-mnnq\-nmhnhmm,-hni-npnnubamm&
(ARAM s) (cili enla de sefales (tomado
bl!-vﬂeh. 1994).
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do. Esta subunidad tiene dominios tipo inmunoglobulinas

responsable de la fijacion del lig:
(Ig). por tanto son miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Los dominios

tdades ¢ son alt. ¢ conservados ya que ticnen un rango de

extr: lulares de las subl
identidad del 70 al 98 % en el grupo de los FcyR humanos (Ravetch, 1994). En general los
bel de IgG, i diferencias en

tres tipos de FcyR interactitan con todas las
su afinidad. El FeyRI fija IgG monomdérica con alta afinidad mientras que ¢l FcyR Il y el

FeyR III fijan IgG con baja afinidad (van de Winkel and Capel, 1993).

FcyR 1

El FcyR I humano (antigeno CDG64) es una glicoproteina de 72,000 daltones (Anderson, et
al 1986, Peltz, et al 1988) mientras que el de ratén es de 70,000 daltenes (Quilliam, et al
1993). La clonacién del cDNA del FeyRI ha revelado que tiene una regién extracelular de
tres dominios como de Ig a diferencia de! FcyRII y FcyRIN. El tercer dominio de este
receptor es distinto a los dos primeros los cuales son homdlogos entre los tres tipos de
FeyR. Gracias al tercer dominio, el FcyRI fija IgG monomérica con alta afinidad (Hulett, et
al 1991).

Sc han reconocido tres genes para ¢l FcyR I humano (hFeyRI): hFcyRIA, hFcyRIB, y
lizados en el cr Iq21.1,

hFeyRIC (Ernst, et al 1992). Los tres genes, todos lo
ticnen un alto grado de similitud ya que contienen una estructura idéntica de intrones y
exones, todos estan constituidos por 6 exones, 2 para la region 5° no traducida y 1a sefal

branal, citopl: atica y la

lider, un ex6n para cada dominio y otro para la region tr
region 3° no traducida (Osman, et al 1992, Dietzsch, et al 1993),

El producto del gen hFcyRIA es el hFeyRla de 72,000 daliones, es el unico receptor
integrado a membrana con los tres dominios como de Ig. Los genes hFeyRIB y hFcyRIC
tienen un codon de terminacion en el exén que codifica el tercer dominio extracelular, por
tanto sus transcritos, ¢l hFcyRibl y Ic respectivamente, al parecer codifican para receptores
solubles, aunque a nivel de la proteina no han sido detectados (Dietzch, et al, 1993). Sc ha
demostrado que el hFeyRIB puede sufrir un empalme alternativo por la eliminacion del exon
que codifica para el tercer dominio, generando un producto de sélo 2 dominios (Porges, et



al., 1992). Su transfecciéon en células COS permite expresar la proteina (hFcyRIb2) la cual

solo fija agregados de IgG (Porges, et al 1992).

En el ratén ha sido aisiado un gen simple que codifica para un producto homélogo al
hFcyRlIa, el mFcyRI, tiene una region extracelular de 273 aa constituido por tres dominios
como de Ig, una region transmembranal de 23 aa y un tallo citopldsmico de 84 aa. La
aa entre el hFcyRla y el mFcyRI revela un 75 % de homologia a nivel

branal (Scars, et al. 1990, Quilliam, et al 1993). El gen para cl
con la

secuencia de

extracelular y tr
mFcyRI, localizado en ¢l cromosoma 3 del raton, también comprende 6 exones

misma estructura del hFcyRI (Osman, et al 1992).

Como se ha mencionado, el hFcyRI es el Unico receptor que fija IgG monomérica con una
constante de afinidad (Ka) de 10° a 10° Af' (Allen and Seed, 1989). El mFcyRI muestra las
mismas caracteristicas aunque la afinidad (Ka) por su ligando es mas reducida 107 a 10° A7

! (Tabla 2) (Sears, et al 1990, Hulett, ct al 1991).

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DEL FcyRIL

Caracteristicas Humano Ratén
Teso molwul 72,000 daftones FG000 daliones
Tocali : g7l 1 3
[ 3 (ANT) i
Proteina T ¥ olubics
iacide con Hio docadenay
[Tcmcingia, humano raion T3 e
Afinidad por el ligando (Kn) X0V a Ix107 M T
Especificidad por fa g0 humana 1201 1603, o0 incoir grado 1604, oo no | 1501, 1503 pevo 1o TgG2
Fapocifaculad pov 1a I5G de raton igCiza, (503 BT
Celulas ue expreann ol rocepior
orreeates Monacito-macrofagos Monacitomnacréfagos
Eatimuladas con citecinas . v

‘Tabla 2. Caracieristicas del la cadena a ded recepor FoyRI (Datos tomados de Unkeles. ot al 1988, Hannell
et at 1992, Qiu, ct al 1990, Erbe, ct al 1990, Kerst, ct al 1993, van dec Winkel and Capel, 1993, Ravetch,

19943
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Tanto el hFcyRI como el mFeyRI nmu an esy idad por al inmunogiobulinas. La

molécula de origen humano muestra especificidad para hlgG1 e hIgG3, en menor grado para

higG4 y no fija higG2 (Andcerson and Abraham, 1980). Tambien fija 18G de raton (mlgG),
con especificidad para el mlgG2a e I1gG3 (van de Winkel and Capel. 1993). La fijacion de
agregados también parece ser similar a la especificidad de 1gG monomérica (van de Winkel
and Capel. 1993). En cuanto al receptor de raton, fija especificamente mlgG2a y ademas
higGl y higG3 , pero no hIgG2 (Sears, et al 1990)

Normalmente ¢l hFeyRI se expresa sobre los monocitos y macrofagos, pero puede ser
inducible en ncutréfilo, eosinédfilos y sobre los propios monocito-macrofagos cuando las
células son tratadas con ¢l IFN-y (Tabla 2) (van de Winkel and Capel 1993), incluso se han
caracterizado los clementos que, en respuesta al estimulo con ¢l IFN-y, se unen al promotor
del gen para FcyRI (Bennech, et al 1992). La IL-10 parece también inducir la expresion de
este receptor (Te Velde, ct al 1990, 1992), mientras que la IL-4 la bloquea (Te Velde, et al
1990, 1992). Recientemente ¢l G-CSF se ha sumado a la lista de moduladores positivos del
FcyRI en los neutrdfilos (Repp, et al 1991).

El mFcyRI1 de ratéon ha sido mas dificil establecer sobre cual tipo de células se expresa,
aunque los monocitos y macrofagos si lo portan (Unkeles, el al 1979). El IFN-y también
modula positivamente la expresion de este tipo de FcyR en monocito-macréfagos (Sivo, et
al 1993), y la IL-6 en una linea mieloide de raton M1 (Ruhl and Pluznick, 1993).

Se han generado varios anticuerpos contra los hFcyRI, ya sean bloqueadores (Fr51, 10.1), o
no, (32,197, 44 y 62) del sitio de fijacién del ligando (Hulett and Hogarth, 1994). No existen

anticuerpos contra ¢l mFcyRI.

FeyR 1T

El hFcyRII (antigeno CD32) es una glicoproteina de 40,000 daltones (Ierino, et al 1993). El
mFcyRIl de raton tiene un rango de 40,000 a 60,000 daltones (Tabla 3) (Mellman and
Unkeles, 1980, Hibbs, et al 1985).

La clonacion de cDNA para el hFeyRII ha permitido identificar la existencia de 3 genes

diferentes para este receptor, FcyRIIA, FcyRIIB y el FoyRIIC los cuales codifican para 6
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diferentes transcritos (Quie, ct al 1990). Los tres genes son similares en estructura y cada
uno comprendc dc 8 exones; 2 cxones codifican para la regién no traducida del extremo 5" y
1a sefal lider, un exon para cada dominio tipo 1g y la regidn transmembranal y tres exones
difs

cc

1990)

para ¢l dominio citoplasmico y la region no traducida del extremo 37 (Quie, et al

El gen para el hFcyRIIA codifica para wes transcritos, dos se originan por empalme
alternativo de la zona de poli-adenilacion (RNAm de 1.4 y 2.4 kb) (hFeyR [lal) y son
formas ancladas a membrana (McKenzie, et al 1992), el tercero carece del exon que
codifica para la region transmembranal (hFcyR1la2) por lo tanto s¢ considera la forma
soluble dcl receptor (Astier, et al 1994).

El gen hFcyRIIB codifica tres diferentes transcritos (hFcyRIIbl, 11b2 y IIb3) generados por
empalmes alternativos (Qiu, et al 1990). La isoforma hFcyRIIb2 es idéntica a la IIbl pero
carente del primer ex6on que codifica para la region citoplasmitica (Qiu, et al 1990,
Hogarth, et al 1991). La isoforma hFcyRIIb3 sc origina como IIbl pero sin el exén que
codifica para el segundo péptido lider (Brook, ct al 1989).

Para el gen hFcyRIIC sélo hay un transcrito, el hFeyRlic, ha sido reportado ( Brook et al
1989).

En el raton se ha descrito 1a existencia de un solo gen para et mFcyRII del cual derivan tres

diferentes transcritos, ¥ d: inados FcyRIIB1, FcyRIIB2 y FcyRIIB3, este
Gltimo carece de la region transmembranal (Qiu, et al 1990, Hulett and Hogarth, 1994). A

diferencia del gen para el FeyRII humano, et de ratén esta constituido por 10 exones, 4

para la ia no traducida del extremo S° y 4 secuencias lider, un exdn para

cada dominio como de Ig y la regién transmembranal y 3 para et dominio citoplasmico. El

Lirmd,

gen esta |
Hibbs, et al 1985).

El mFcyRIIb2 se origina como el mFcyRIIbl, pero carece de la secuencia codificadas por el

enelcr 1 junto al gen para el mFcyRIill (Davidson, et al 1983,

exdn para el dominio 1 de la regién citoplasmica. El mFcyRIIb3 es parecido al mFcyRIIb2

pero carece de Ia region transmembranal por lo que se le considera que es ¢l mFcyRIL
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soluble (Qiu, et al 1990, Hogarth, et al 1991). La homologia entre los FcyRII de ratéon y

humano es del 60 26 en cuanto a secuencias de aa (Brook, et al 1989).

De los tres tipos de FcyR humanos, el hFcyRIl es el que tiene una distribucién mas amplia,
ya que se le encuentra sobre los monocitos, macrofagos. neutrofilos, basofilos, eosindfilos,
células de Langerhans, plaquectas, células B y algunas clones de células T, pero no esta
presente en las NK (Schmitt, et al 1990, Sandor and Lynch, 1992, Mantzioris, et al 1993).
También ha sido detectado en células trofoblasticas (Stuart, et al 1989) y células endoteliales
et al 1991). Con el uso de técnicas de clectrotransferencia

de placenta (Tabla 3) (Sedmak,
(PCR) se detectd que los

(northen blot) y de la reacciéon en cadena de la polimerasa
megacariocitos expresan el FcRIIal y Ila2, las células B el FcyRIIbl, 11b2 y transcritos de

FcyRlIlc, y las células mielomonociticas expresan todos las isoformas de los tres genes para

FecyRII (Cassel, et al 1993).

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DEL FcyRIIL

Caracteristicas Humano Raton

Peao 10.000 daltones 40,000 a 60.000 daltones

Localizs 923-24 1

Cenen (ADIC) [

Prodeirs_ N ) bl T Y SoTubics
Ng existe. No existe

[Ttomoiogia, Rumaro-catie €0 e

[ Afanistad por of liganda (Ka) rmcnora 1xE07 ALY menoe s (X107 ATY

Epecificidad por 2 10 bumana TgG3, 1501, on menor Grada (g0, pers no | 1803, 1gG 1y on menor grado 1§02

15G2
Ticidad pov 1a 10 de Faion 1¢02a, Tg03h TZOT 1502

Celulns Que axprezan of roowpior
plagquetas, otlulas cebadas, eutrdfios, pllltudl.l cdlulas Rh.d..n, nentrofilos,
megacariociton, células T y 13, oélulas megacariocitos, célnias T y 11, célutaa
trofoblisticas y éndatcliates de plasonta. trofublastivas 5 endotclialcs de placenta.

oom citoginas ¥ hasstilos. Se

Tabla 3. Caracteristicas dcl la cadena a del secepot FoyRIH de ratén y humano (Datos tomados de Unkelces, ct
al 1988, Stuart, ct al 1989, Sedmak, ¢t a] 19921, Hartaell, et al 19922, Qui. ¢t al 1990, Erbe. ct al 1990, Kerst,
ct al 1993, van de Winkel and Capcl, 1993, Raveich, 1994)

La expresion del mFcyRIT cs de distribucién amplia, incluyendo monocitos, macrofagos,
tulas B y algunas T (Unkeles, ct al ,

neutréfilos, células cebad inofilos, plag 3

1988, Mellman, et al 1988, Ravetch and Anderson, 1990). La isoforma mFcyRIIb] se
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expresa en el linaje monocito-macrofago y la mFcyRIIb2 es preferencialmente expresado en

linfocitos B (Ravetch, et al 1986). El FcyR1Ib3 se encuentra en forma soluble en el
sobrenadante de cultivos de macrofagos (Tartour, et al 1993)

El nivel de la expresion del hFcyRI1I en eosinofilos y basofilos puede ser modulado por el

IFN e 1L-3 (Hartnell, et al 1992), pero en los neutrofilos, y en macrofagos parece no ser

regulado por ningin tipo de citocina, sin embargo la IL-4 regula en forma negativa la

expresion de este tipo de receptores Fc  (Te Velde, et al 1990). La regulacion de la

expresion de FoyRII en células de ratén no ha sido estudiada.

Los anti pos 1

les que reconocen al FcyRII de humanos son: el IV.3, KuFc76,
41H16, 2E1, KB61, AT10, 7.30, 8.7 y 8.26, los cuales se unen al receptor, justo en el sitio
de interaccion con el Fc de la IgG. Sélo dos anticuerpos monoclonales, el CIKMS y 8.2, se
uncn fuera del sitio de union de la 1gG (Hulett and Hogarth, 1994), pero estos anticuerpos si
bloquean 1a fijacién de IgG (lerino, ct al 1993). Se ha descrito que anticuerpos como el
IV.3, 8.26, 8.7, y 7.30 tienec su epitopo en el secgundo dominio extracelular del hFeyRII, en
tanto que el CIKMS5 y el 8.2 se unen reconociendo parte de ambos dominios, por lo tanto se

ha sugerido que en el dominio dos (Ch2) del receptor es la regién que se une al ligando
(lerino, et al 1993).

Los anticuerpos 2.4G2 y ¢l anti-Ly-17.2 reconocen el sitio de uniéon de la IgG para el

FcyRIl en ratén (Unkeles, et al 1979, Hibbs, et al 1985), pero el 2.4G2 también reconoce al
FcyRIII de ratéon (Hibbs, et al 1985).

FoyR 11T
El receptor hFcyRI111 (anti

> CD16) se reporta con un peso molecular de 50,000 a 80,000
daltones (Lanier, et al 1988). La heterogeneidad es por la fuerte glicosilacion de dos

isoformas; ¢l hFcyRIlla y hFcyRIITb. En el ratén s6lo se ha detectado una proteina con peso
molecular heterogéneo de 40 a 80 Kd (Tabla 4) (Mellman, et al 1988).
Aunque el hFeyRIII es similar al hFcyRII en su forma de anclarse a 1a membrana, 1a isoforma

hFcyRIIIb es el Ginico receptor de este tipo que esti unido a la boja externa de la membrana
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pl atica por una lécula de glicosilfosfatidili itol (GPI) (Kurosaki and Ravetch, 1989,
Lanier, et al 1989).

Dos distintos genes, ¢l FcyRIIIA y FcyRIIIB, han sido identificados, ambos localizados en
los cuales generan un transcrito para el

2 codifican para la

el cromosoma 1 regién q23-24 (Qiu, ct al 1990),
hFcyRllla y hFcyRIHb (Pelts, et al 1989). Los genes ticnen 5 cxones,

secuencia no traducida 5° y dos secuencias lider, un exén para cada dominio como de Ig y

branal, citopl. ica y extremo 3’ no traducida (Qiu, et al

un exdn para ja regién tr
1990)).

El receptor hFcyRIIIb difiere del hFcyRliIla en el tallo citopl.
posicion 203 donde el hFcyRIIIb tiene una serine la cual es especifica para una union GPI,

en la

concr

contra una fenilalanina en hFcyRIlIa Io cual favorece una forma transmembranal (Lanier, et
al 1989, Hibbs, et al 1989).

Las proteinas solubles de ambas isoformas han sido encontradas. La liberacion de la
isoforma hFcyRIIIb necesita una serina proteasa; en la liberacién de la hFcyRIHa intervienen
metaloproteasas (Harrison, et al 1991).

Se reporta una isoforma para el FcyRIII de ratdon cuyo gen sc localiza en el cromosoma 1,
junto a la region codificante para el FeyRII de ratén (Qiu, et al 1990). Este receptor esta

estructuralmente relacionado con el hFeyRIIH, consta de 5 exones, dos exones para la region
lider, uno para cada dominio como de Ig y uno para la region

no traducida S° y la
tr branal, citop

atica y 3° no traducida. Se conserva hasta un 95 2% de homologia
a nivel de secuencia de aa entre el mFcyRIII y el mFcyRII (Ravetch, et al 1986).

Los FcyRIIl pertenccen al grupo de receptores de baja afinidad para las 1g. La isoforma
hFcyRIIIb muestra una constante de afinidad menor a 10 7 M™' (Simmonns and Seed, 1988)
y la hFcyRHIa tiene 2 x 107 M (Vance, ct al 1992). La cspecificidad para fijar los isotipos
de IgG no ha sido completamente esclarecida aunque el hFcyRIIIb fija complejos inmunes de

higG3 y higGl, pero no de higG2 o higG4 (Huizinga, et al 1989). L.a misma problematica
ificidad para fijar mIgG, aunque el hFcyRIIla y

se para bl la esp

P

hFcyRITIb fijan mIgG2a, mIgG3 y en menor medida mIgG1 pero no mIgG2 (Braskman, et
al 1993).
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El mFcyRIII, al igual que su contraparte humana, fija ligandos con baja afinidad, y muestra
una especificidad similar para fijar isotipos de IgG humana o de ratén, preferencialmente
migG1l, mIgG2a, mIgG2b, hIgGl y hIgG3 (Lopez, et al 1985)y fija mIgE con baja afinidad

(Takizawa, et al 1992).

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DEL FcyRIIIL

Caracteristicas Humano Raton
Peso molecutar 30,000 a X0,000 dallones 40,000 a 60.000 dattones
i 1q23-24 [

Tocalizacién
Crenes. EXZND) 1
Proteina Producto del gen A o E
Producto del gen B sc ancla & la membeana
por un grupo glicositfosfatidilinasit
arn,
Amociacion con Raceptor trarnombrAnal e asocia Cof Reccpioe AnamcbrAnal 66 asocia corn
de cadenas Ty de cadenas vy
y re, &
Tiomologia 93 5= oo o] cesertes Fey ]l de raion
Afinidad poc el i Ka FYLOM Y manorae (x107
Eapecificidad poc la IgG 1§, IgG3, o menor grado 152 @ 1504|1803, IRO1 v on menor grado 15G3 o 1
Hicidad e ta_IgQ de ratin RT3, IgGiZe, 1gG78 101, 1gCiza, 1gGizh
Células que exqweean of noceplor
Nonmalos Roveptor tranemembranat ac locatiza en Macrofagos, células NK y algunas células
macrofagon, cdlulas NI odtulas cobadasy | T.

P
] nmanr QPl-anclado se encucntra en
neutrafilos y cosindfilos.

Estimuladas con citocinas Receptor o
E1 reocpior GPT-anclado cn neutrdfilos

‘Tabla 4. Caracteristicas del 1a cadena o del recepor FeyR1I1 (Datos tomados de Unkelcs, ct al 1988, Hannell,
ct'al 1992, Huizinga, ct al 1989, Braakiman, et al 1993, Lopez, ct al 1985, Takizawa, ot al 1992, Qui, ct al
1990, Erbe, ct al 1990, Kerst, ct al 1993, van de Winkel and Capel, 1993, Ravcich, 1994)

La expresion de las isoformas de hFcyRIII parccen ser especificas para cada célula,
(Tabla 4), asi el hFcyRIIIb se expresa exclusivamente en ncutréfilos, mientras que la forma
transmembranal hFcyRIlla se encucntra en macrdfagos y células NK (Perussia and Ravetch,
1991), ¥y en una pequeila poblacion de monocitos (Passlick, et al 1989) y sobre algunas
células T (Braakman, et al 1993). También el hFcyRIIl se presenta en células mesengiales

del rifién y sobre los tr bl de 1a pl (Sedmak, et al 1991). La expresion de este
p es dulada positi por el TGF-B en monocitos (Welch, et al 1990). La
forma lada a brana por GPI, solo el IFN-y induce su expresion (Erbe, et al
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1990); otros establecen que los neutréfilos tratados con IFN-y, GM-CSF y G-CSF cumplcn
con este papel (Buckle and Hoss, 1989). El TNF-a inhibe su expresion pero sin afectar la
forma transmembranal (Mendel, et al 1988). Los eosinofilos también son inducidos para ia
expresién del receptor anclado por GPI en presencia de IFN-y (Hartnell, et al 1992). Su
regulacian negativa es modulada por Ia IL-4 como los otros dos tipos de¢ receptores Fc (Te
Velde, et al 1990).

El FcyRI! esta en macre £lulas NK, subpoblaci de células T y célul bad:
(Weinshank, et al 1988, Ravetch, 1994) y en timocitos fetales tempranos (Rodewald, et al

1993). La modulacién positiva para el FcyRIIl de ratén, parece ser responsabilidad del IFN-

¥y (Weinshank, et al 1988).

Los i rpos 1 1 3G8, 4F7, VEPI3, 1D3, GRM-1, B73.1, CLB-GRANII,
Leulla y Leullb, se unen al hFcyR III en cl sitio de la fijacion del i do, en bio el
BW209/2 lo hace fuera ( van de Winkel and Capel, 1993, Hulett and Hogarth, 1994).

E reconocimiento del FcyRII de ratén sélo se ha descrito con el anticuerpo monoclional

2.4G2, el cual también reconoce al mFcyR Il (Unkeless, 1979).

Seiiales celulares mediadas por los FcyR.
La cadena o de los FcyRI y FoyRIII en su forma transmembranal se encuentra asociada a

branal y citoplasmico, y se co como cad Y

otras moléculas con dominio tr
o g (Ravetch, 1994). La cadena « del hFcyRI se acopla a un complejo homodimérico de la
cadena vy, en tanto que la cadena o del hFcyRIII se une al complejo homodimérico, o

heterodimérico, compuesto cada uno por cadenas v, ; o ambas respectivamente (Figura 5).

Las cad. v ¥ G son cad descritas ini ¢ como ituy del complejo del
receptor de células T (TCR-CD3) (Orloff, et al 1990, Ohno, et al 1994). La ausencia de las

cadenas ¥ o § se refleja en una pérdida de la expresiéon de los TCR o de FeyR, por tanto

parecen ser jales para el er ble del plcjo y su expresion a nivel de membrana
(Kurosaki and Ravetch, 1989, Klausner, 1989). La expresién en membrana del hFcyRI no
qui de la pr ia de la cad Y. pero si ia en la pr ion de la fagocitosis

(Indik, et al 1994)
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Los homodimero, o heterodimeros, de ¥ y & son necesarios para la transmision de las
scilales intracelulares por los FcyR y en las TCR. La cadena o del FcyRIl y las cadena v, o
&, tienen un segmento del tallo citoplasmatico que se le denomina segmento de activacion de
receptores antigénicos, mejor conocidos como ARAM’'s (del inglés Antigen Receptor
Activation Motifs) (Figura 5). Los ARAMSs estan constituidos por un residuo de tirosina (Y)
seguido por otros 2 aa y Lisina (L) (YXXL) (Hulett and Hogarth, 1994, Cambier, et al
1994).

Después que los FcyR fijan a su ligando (complejo Ag-Ab, o anticuerpos monoclonales
contra los FcyR, etc). se da la activacion de los ARAMs probablemente cuando el dominio
SH-2 de Ia tirosina es fosforilada (Sonyang, et al 1993) y con ello se inicia la transduccion
de seflales que termina en Ja activacion de tirosinas cinasas, elevacion del calcio intracelular,
liberacion de mediadores inflamatorios, como leucotrienos, prostaglandinas, hidrolasas, y de
radicales libres incluyendo la transcripcion de genes de citocinas. Esta respucsta es similar a
la observada cuando se activan los receptores de células Ty B (TCR y BCR) (Paolini, et al
1995)

Los ARAM se asocian con moléculas inactivas de tirosina cinasa de la familia de la Src. El
lular de los receptores activa a la cinasa y provoca la

entrecr i > del dominio extr:
fosforilacién de dos residuos de tirosina encontrados en los ARAM. El ARAM fosforilado

interactGa con otras clases de tirosina cinasas, por ejemplo Syk y ZAP-70 a través de su
asociacion con SH2 (Weiss and Littman, 1994, Ravetch, 1994). Los complejos ARAM-Syk,
o ZAP-70, fosforilan substratos intracelulares como fosfolipasa Cyl y fosfatidilinositol 3-
cinasa (Iwashima, ct al 1994).

La presencia de las regiones conservadas de los ARAM en cadenas o del FeyRII y cadenas v

¥ &, no necesariamente indica que desencadenen respucstas generales y tnicas; los ARAMs
de cadenas y como subunidad de TCR, o

determinan e] evento de lizacion. La pr
FcyR, en las mismas células (una linea de células T), tienen distintas respuesta intracelular

dependiendo del tipo del receptor activado (Paolini, et al 1995). Los TCR muestran distintas
rutas de activacion, la cual depende del tipo de cadena constitu)}cntes del complejo (¥ o &)

(Ohno, et al 1993).
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El hFcyRI1IIb, al estar anclado a la membrana por un enlace glicosil fosfatidil inositol (GPI),
lasmico y por tanto de ARAM, razon por la cual, a

carece de un tallo tr: branal-ci
pesar de que el receptor fija su ligando, los neutrofilos no se activan (Wirthmueller, et al
tlulas ocurre por entrecruzamiento del FeyRlla y el FcyRIIIb,

1992). La activacién de estas
esto implica que ¢l FcyRIIIb activa a los neutréfilos por la via del ARAM del FeyRIla. La

inhibicion de la fijacion de complejos inmunes a ambos receptores por anticuerpos contra
cada uno de ellos, inhibe la activacion de los nuetrofilos (Huizinga, et al 1988, Selvaraj, et al

1988).

La sefial de la transduccion del hFcyRIIb que se expresa en linfocitos B representa una
wvariacién de la activaciéon mediada por los ARAM (Amigorena, et al 1992, Muta, et al
1994). Este receptor se coexpresa con el receptor de las células B (BCR). La activacion del

linfocito B se da por por el entrecruzamiento de Jos BCR con las inmunoglobulinas (por su
BCR-IgG. La unién de este complejo por la

region fijadora del ij (Fab)), complej
parte Fc de la 1gG al hFcyRIb (complejo BCR-IgG-hFcyR1Ib), provoca la fosforilacion de

un residuo de tirosina localizados en un segmento de 13 aa en el dominio citoplasmico del
receptor Fc. Esta fosforilacién bloquea el flujo de calcio al intertor de la célula lo que
propicia la desactivacion celular. Una mutacion del residuo de la tirosina inactiva el blogueo
provocado por el hFcyRIIb en los linfocitos B, lo que refuerza la hipdtesis de que el la

activacion de este receptor regula negativamente la elicitacion de estas células (Ravetch,
1994). ’
Funcién de los FcR.

Una de las principales funciones de los tres tipos de FcyR humano y de ratén, es su
infecciosos cubiertos con anticuerpos. Los

ién en la climinacién de

particip
II y Il participan en la fagocitosis mediada por monocitos y macrdfagos

hFcyRI,
(Anderson, et al 1990, Huizinga, ct al 1989) y en la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo, (ADCC) (Erbe, et al 1990, Fanger, et al 1989a). De hecho la ADCC fue una de
las primeras actividades funcionales relevantes descritas para los FcyR, ya que por este

se da la elimi ién de célul les (Moller, 1965). La ADCC tiene lugar
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cuando una célula que expresa receptores Fc entra en contacto con una célula blanco

cubierta con anticuerpo, asi se forma un conj do que se elimi y la célula blanco es
letalmente dafada, mientras que la efectora esta lista para ponerse en contacto con una
nueva célula blanco (Segal, 1990). El desarrollo de anticuerpos biespecificos (anticuerpos
que por un extremo reconoce y se unen a los FcyR mientras que por el otro, reconoce a otro
antigeno), ha facilitado el contacto entre una célula efectora con una célula  blanco de
interés (Segal and Snider, 1989, Segal and Wunderlich, 1988), asi se favorece la lisis celular
que bajo condiciones normales no se daria nunca. Lo relevante de este tipo de anticuerpos
es que puede convertir en blanco a cualquier tipo de célula. Por ejemplo, esta tecnologia se
tlulas leucémi (Wallace, et al 1994). No sc¢ conoce en

esta desarrollando para

forma exacta el mecanismo de lisis pero se considera que la célula efectora libera potentes
proteinas citotoxicas formadoras de poros mejor conocidas como citolisinas o perforinas
(Henkart, 1985). Los hibridomas productores de anticuerpos anti-FCyR que expresan en su
membrana este tipo de moléculas, al entrar en contacto con monocitos o ncutréfilos sufren
lisis celular (Erbe, et al 1990). Esta propiedad ha sido usada para determinar no sélo la
participacion de cada tipo de FcyR en la ADCC, sino también para identificar a aquellas
citocinas que modulan la expresion de estos receptores (Erbe, et al 1990). El uso de
anticuerpos ha facilitado la identificacion del grupo de moléculas que activan la ADCC, ia
lista se restringe a los FcyR, y los receptores como TCR, CD3 y CD2 en las células T
(Segal and Snider, 1989, Segal and Wunderlich, 1988).

La unién del ligando a los FcyR desencadena actividades biologicas. Por el
entrecruzamiento de los FcyRI se desencadena la produccion de radicales libres derivados
del O2 (Anderson, et al 1986, Pfcfferkorn and Fanger, 1989), liberacion de IL-6
(Xrutmann, et al 1990), y junto con el FcyRIl también inducen la liberaciéon de TNF-a
(Decbets, et al 1990). Ademas se ha reportado que durante la fagocitosis, mediado por e!
FcyRlI, de eritrocitos sensibilizados con IgG, hay liberacion de IL-1 (Simms, et al 1991).
Por su parte, la activacion del FcyRII dispara el estallido rcs.piratorio de neutrdfilos

{Crockett-Torabi and Fantone, 1990).
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La activacion del FoyRII en macréfagos y monocitos genceran radicales libres (Trezzini, et al
1990, Welch, ct al 1990), y su activacién induce la apoptosis en células NK (Azzoni, et al
1995). Se sugiere que el FcyRIIIb en neutrdfilos se asocia con el FeyRlla y de esta forma
participa en la degranulacion de neutrofilos y fagocitosis (Boros, et al 1991).

El FcyRIIT parecc-scr fundamental en la diferenciacion de las células NK. Los timocitos
fetales que expresan el FcyRIII, si salen del timo, conservan el receptor y se convierten cn
las células NK, , si permanecen en este organo, pierden ¢l receptor y s¢ convierten en células
T CD4, o CD8 (Rodewald, et al 1993).

Los FcyR de raton participan en la fagocitosis, ADCC y liberacidén de agentes citotdxicos e
inflamatorios (Mellman, et al 1983, Mellman, et al 1988), aunque solo recicntemente sc
tipificd que el mFcyRITI y mFcyRIII participan en la degranulacion de células cebadas  asi

como en la endocitosis y fagocitosis (Daeron, et al 1980, 1994)

El FcyRIlb de ratéon y humano es el tnico receptor que al fijar la fraccion Fc de las 1gG
desencadena una sefial negativa dominante que inhibe la proliferacion de las células B y la
produccion de inmunoglobulinas (Phillips and Parker, 1983, Sarmay, ct al 1991).

En los ultimos afos, se dieron evidencias de la participacion de los FeyR y complejos

inmunes de IgG en la hipersensibilidad tipo I, una actividad solo atribuida a compigjos

do a las célul. badas como las efectoras

inmunes de IgE y a su receptor, el FeeR, 1
(Oettgen, ct al 1994). En esta misma linea, se ha reportado que en pacientes con
enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico (LES) o artritis reumatoide
(AR) se caracterizan por presentar complejos inmunes de IgG, la inflamacion en estos
pacientes se le denomina hipersensibilidad o inflamacién tipo III. La aparicion de la
plejos i de IgG, complemento y

inflarmacion tipo I requiere de la pr de cc

neutrofilos, la disminucién de cualquiera de los tres agentes atenta Ja respuesta inflamatoria

(Gallin, 1993). Se ha observado cn experimentos Ji» vifro que los componentes del sistema
lejo i de IgG. Esta unién provoca la

del pl se unen dir al complejo
activacion de la da del /! (Perdmuffer and Colten, 1984). Ravetch y su
grupo, do r deficientes en la expresion de FoyRI y FeyRIH, por mutacién del gen
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d: 1a reaccion de Arthus,

para la cadena vy, encontraron que en estos no se
un ensayo clasico para activar Ia respuesta inflamatoria tipo I1l. En estos ratones, a pesar de
contar con un sistema de complemento intacto, no se presentd la acumulacion de
neutréfilos. En base a estos datos, planteé un modelo de tres pasos para explicar este tipo
de reaccién en donde los FcyR juegan un papel fundamental. En la fase inicial se requicre
de IgG para formar los complejos inmunes de IgG.
lejos i de

de la pr de antj; yn
Propone que las células cebadas participan en esta fase
IgG via su receptor Fec, concretamente del tipo FcyRIIL. El entrecruzamiento de ecste

receptor activa a las células cebadas, las cuales por un mecanismo no ceonocido, favorecen
da fase (reclutamiento)se acumulan

jando los p

la activacion de la da de compl o. Enla
los neutréfilos en el sitio de la inflamacion por el efecto quimiotactico que tiene algunos

derivados del complemento. En la fase de activacion los neutrofilos efiminan los complejos

liberan aminas vasoactivas responsables da la formacion del edema, por

inmunes de IgG,
otro lado también liberan enzimas lisozomales las cuales destruyen el tgjido inflamatorio

provocando necrosis hemorrigica (Ravetch, 1994).

Se sugiere que las células cebadas participan en la fase de activacion de la respuecsta
inflamatoria en este modelo, sin embargo, es de llamar la atenciéon que algunos linfocitos T
idades de FcyRIII (Lamour, et al

1 d.

de pacientes con AR, también expresan
1995), por lo que seria interesante evaluar si estas células intervienen en la fase inicial de la

respuesta inflamatoria.
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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION.

Las células sanguineas maduras se generan por la hematopoyesis, evento en el que participan

células precursoras y citocinas. Las citocinas son las responsables de regular la proliferacion

y diferenciacién de las células precursoras. Asi durante la diferenciacion las células

precursoras van adquiriendo caracteristicas morfolédgicas y funcionales como consccuencia
de la expresion o pérdida de una multitud de moléculas en la superficie celular. Con respecto
a las células micloides, existen datos que indican que los FcyR y antigenos del complejo
mayor de histocompatibilidad-1 (MHC-I) son los primeros marcadores expresados en la

superficie celular (Fibach, et al 1973, Ruhl and Pluznik, 1993). Posteriormentec las células

adquieren la capacidad de secretar enzimas lisosomales como la lisozima (Krystosek and
Sachs, 1976, Sachs, 1978) y adquieren una capacidad fagocitica. (Ichikawa, 1969, Ruhl and

Pluznik, 1993). La expresiéon de FcyR, la produccién de lisozima, la actividad fagocitica y
los cambios morfolégicos son los parametros mas utilizados como indicadores de
difer ion de las célul icloides (Fibach, et al 1973, Sachs, 1978, Kerst, ct al 1993,

Ruhl and Pluznik, 1993, Michishita, et al 1990). Se ha establecido que durante la
i 31l del linaje granulocito-neutréfilo se observa una expresion

d ion de las
diferencial de los tres tipos de FcyR hasta ahora caracterizados. En ¢l estado de promieclocito

hasta metamiclocito se expresan exclusivamente receptores FcyRI, mientras que los

granulocitos en banda hasta polimorfonucleares expresan principalmente el FcyRIN y el
FcyRIII (Kerst, et al 1993).
No ob del del co
importancia biolégica que tienen en el contexto, hay poca informacion acerca de las
lacion de la expresién en células humanas y en ratén

o en ¢l campo de los receptores Fc y de su innegable

que participanen lar
Las citocinas reportadas como inductores a la expresion de receptores Fc en granulocito-
neutrofilos, monocito macréfagos y lineas leucémicas como U-937 y HL-60 humanos se
indican en la tabla 5 (Liesvel, et al 1988, Buckle and Hogg, 1989, Repp, et al 1991, Kerst, ct
al 1993), sin embargo existen datos contradictorios de esta participacién, incluso se ha
sefialado que el tnico factor inductor de FcyR es el IFN-y (Erbe, et al 1990). Este tipo de
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estudios es mas escaso en las células del ratdon. Se requicren mas estudios para confirmar la

participacién de los factores de crecimiento hematopoyético en la induccion de los FeyR .

CITOCINAS INDUCTORAS DE RECEPTORES Fc EN CELULAS DE RATON Y

HUMANO
FoyR I FcyR IT FoyR 11
Raton | Humano Raton | Humano Ratén Humano
Fegk lits FaR Ui
Regulador+ IFNy IFNYy
IFNy |IL-10 IL-6 IFNy TGFB | GM-CSF
1IL.-6 G-CSF
G-CSF
Regulador- IL-4 1L-4 -4 TNE
‘Tabla 5 Citoci que 1a i de los tipos de

FcyR.tanto en raténcomo en hunmnos (!::bc ct al 1990, kcrsl et at 1993, Unkcles, ct al 1988,
Ravetch, 1994).

En el Laboratorio de Diferenciacidén Celular y Cancer, de la Facultad de Estudios
Superiores-Zaragoza, UNAM, una de las lineas de investigacion es la identificacion de los
factores que modulan positivamente la expresion de los receptores Fc y para receptores de
complemento (C3b) y se ha reportado la existencia de un factor inductor de receptores Fc al
cual se le denominé FcRI (Fe Receptor Inducer) (Calcagno, et al 1982, Fragoso, et al 1985)
y de un factor inductor de receptores para la fraccion del complemento 3 (CiRI: C3
Receptor Inducer) (Calcagno, et al 1983, Fragoso, et al 1985). El FcRI tiene un peso
molecular de aproximadamente 17,000 daltones, un punto isocléctrico de 7.2 y es producido

por células macrofigicas, inter estas car isticas que son compartidas por la
IL-1(3.

La participacién de la IL-1 en la induccidn de receptores Fc en células de ratén ha sido poco
analizada, a diferencia del IFN-y e IL-6 (Chiu and Lee, 1989, Ruh} and Pluznik, 1993). Los
estudios en lineas mieloides de ratén, como M1, seiialan que tanto la IL-1a como la IL-1p
sinergizan la expresion de este tipo de receptores promovidos por el LPS (Onozaki, ¢t al
1987, 1988), incluso inhibe la proliferacion de estas y otras células en las que se incluye la

linea mieloide humana (K$62), razén por la cual se le llegé a considerar un agente
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antineoplasico (Onozaki, et al 1985, 1987, Lovett, et al 1986). Sin embargo, otros estudios
n que no tiene ningun efecto (Erbe, et al 1990) y hay

Tesl + estabi

con

evidencias de que la IL-1 tiene un papel inhibidor de la induccién a la expresion de FoeyR
promovido por el IFN-y (Arend, et al 1987). Sin embargo en ese trabajo aunque se dan
evidencias de que la IL-1 cs un inhibidor dec la expresion de FeyR, resulta paraddjico que en
una de sus tablas se observa que la adicion de IL-1 a monocitos de sangre periférica y en

una linea leucémica macrofagica humana, la THP1, existe un fuerte incremento en los
niveles de su expresién. Considerando cstos datos y sumados a los de nuestro laboratorio,
se considera que la IL-] esta involucrada en la induccién de receptores Fe. Este trabajo se
desarrolié con la finalidad de contribuir al esclarecimiento de la participacion de la IL-1 enla
Ii i y fagocitosis en las célul.

induccidn a la expresion de los FeyR, produccién de

mieloides normales y leucémicas de ratén y humano. Estudio que permitird contribuir al
basica de la induccién de los receptores Fc y produccion de

cc imi de la biolog;
a plamcar nuevos

lul ieloid, La informacion generada ayudara

lisozi en las
enfoques para evaluar su uso clinico, ya sea para una modulacién positiva o negativa de la

es Fc, tanto para el disefio de medidas profilacticas, asi como en

induccién de los recep

algunos casos de patologia humana.
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METODOLOGIA.
de bos sexos de la cepa CD-1

Material bioldgico. En este trabajo se on r
de 6 a 8 semanas de edad, como fuente para la obtencidn dec células de médula dsea,
linfocitos de timo, bazo, macréfagos y granulocito-neutrofilos de cavidad peritoneal.

También se usd sangre periférica humana de donadores sanos para Ja obteancion de

monocitos y linfocitos.

Obtencion de células.
Células de médula dsea . Las células de médula ésea se extrajeron de los fémures de los
ratones haciendo fluir una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) de un extremo a otro
en un tubo para centrifuga, se resuspenden

de cada fémur. Las células eluidas se
en PBS y se lavan por centrifugacién a 500 g durante 3 min, proceso que se repite 3 veces.

Posteriormente el botén celular se resuspende en medio de cultivo ( Medio Minimo

Esencial de Eagle; MEM), se toma una muestra y se deposita en un hemocitémetro para

evaluar la cantidad de células.
la cavidad

Granulocito-neutréfilos. Los granulocito-neutréfilos son colectados de
de 16 h de la inyeccién intraperitoneal de 3 mL de caseinato

peri 1 det ratén desp
de sodio al 10 % en PBS estéril. Las células se obtienen por lavado de la cavidad

peritoneal mediante la inyeccién y succién de 10 mL de PBS, operacidn que se repite 2
i en tubos conicos de

veces mis con § mi. de PBS. El dado peri ! es dep
i ! ] en hielo. Las células del exudado se lavan con PBS y se

e , oy
centrifugan como se sefiala en el parrafo anterior. Una mayor purificacion de los

granulocito-neutréfilos se consigue incubando 8x10° células en cajas de petri de vidrio de
d en

15x60 mm durante | h a 37 °C. Transcurrido este po, se col el sobr
donde se ran suspendidos los ito-neutrofilos, se lavan por centrifugaciéon
en PBS, se resuspenden en MEM vy se cuantifica el nimero celular. En estas condiciones

se obtiene mas del 95 %4 de granulocito-neutréfifos.

Macrofagos residentes (Mac R). Después de sacrificar al ratdn se procede a lavar Ia
cavidad peritoneal. Para enriquecer la poblacion de Mac R, las células, después de ser

lavadas, s¢ siembran a una densidad de 8x10°, o 4x10* cdlulas por cajas de petri de 15x60
i Después de 1 h de

mm, o por cada pozo en placas de 96 poéos resp
incubacién a 37 °C se retira el sobrenadante y se agrega MEM fresco. Las cajas de cultivo
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con macréfagos son teitidas con Giemsa para evaluar la pureza de la poblacién. Bajo cstas
condiciones mas del 95 % de las células son macrofagos.

Macrofagos inducidos (Mac I). La obtencion de este tipo de células se realiza como en la
obtencion de Mac R, excepto que los ratones recibieron una inyeccion intraperitoneal de 3
mL de caseinato de sodio al 10 %% 4 dias antes del sacrificio (Monroy, 1983). La obtencién
y purificacion se realiza como en Mac R. Con este proceso mas del 95 2% son macrofagos.

Linfocitos de raton. El timo y el bazo son la fuente de linfocitos. Ambos érganos son
depositados en cajas de petri con MEM y seccionados en fragmentos de
aproximadamente 2 mm?®, éstos son presionados con pinzas estériles para favorecer la
liberacion de las células. Finalmente las células cosechadas sc lavan y la poblacién es
enriquecida en forma similar a la de los granulocitos. En estas condiciones se obtiene hasta
un 98 % de linfocitos.

Monocitos y linfocitos de sangre periférica humana. Con una jeringa de 20 mlL,
conteniendo 0.1 mL de heparina (1000 U/mL) (Rickercab/NCB, USA), se colectan de 10
a 20 mL se sangre periférica de donadores sanos. La sangre es centrifugada por 10 min a
500 g, se colecta el plasma mientras que el paquete celular es diluido al doble con MEM y
centri por 10 min, sc tira el sobrenadante y ¢l paguete celular se
resuspende en MEM fresco. Cinco mL del homogenado celular es depositado lentamente
en tubos conicos que conticnen 2 mL de Ficoll Hypaque (1.077 g/mL.), se centrifugan por
30 min a 300 g. Después de la separaciéon celular, las células blancas (mononucleares)
ubicadas en la interface MEM-Ficoll son colectados cuidadosamente con una pipeta. Las
células leadas col das son depositadas y r pendid.
limpios y estériles conteniendo MEM fresco, sc lavan por centrifugacion como en el caso
de las células de raton.
Las células mononucleadas libres de ficoll son incubadas por 1 h a 37 °C en cajas de petri
previamente tratados durante 15 min con suero del mismo donador, posteriormente se
colecta ¢l sobrenadante y con ello a los linfocitos. Las células adheridas constituyen la
poblacion de monocitos y son desprendidas del substrato de cultivo con una solucién de
verseno (20.5 g de dextrosa, 8 g de citrato de sodio dihidratado, 0.55 g de acido citrico
monohidratado y 4.2 g de cloruro de sodio por litro de agua/ pH 6.1). Después que los

favad,

en tubos conicos

d a4

han sido P se lavan con MEM por centrifugacion y finaimente se
enunh itd ro. La pureza de la poblacién de monocitos es de mas del 90 %
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Los linfocitos suspendidos en el sobrenadante son lavados con MEM fresco por
centrifugacién y finalmente se evalaa el nimero celular. Su pureza es de mas del 95 %..

Células leucémicas. WRI9OM.1, una linea leucémica de tipo macrofagico de raton fue
gentilmente donada por el Dr. Jay C. Unkeless, Mount Sinai School of Medicine, New
York. WEHI3Bd-, una linea leucémica de tipo prc itica de ratén fue donada por el
Dr. Michael Dexter, Paterson 1 ™M h . Ingl Ta. También se emplea la linea
leucémica monocitica h U-937, bl e d da por el Dr. José Sullivan,
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, D.F., México, 1a cual fue adquirida del
ATCC. Cabe seflalar que este tipo de células fueron resembradas cada cuatro dias en
MEM y 10% de suero de bovino fetal (FBS) (Hyclone Labs,, Logan, Utah, USA) y una
densidad de 5x10* células por caja de cultivo de 15x60mm.

Cultivo celular. Las células mieloides de ratén fueron cultivadas en una atmosfera de 10%
de CO,, 37 °C y humedad al 100 %, con MEM suplementado con 10 % de suero de
caballo (SC) (Microlab, D.F., México) (Lotem and Sachs, 1988). Los linfocitos y las
células leucémicas de raton, asi como las células de t fueron supl dos con 10
% de FBS. Ambos sueros previamente inactivado a 56°C por 30 min. El MEM también
fue suplementado con  estreptomicina (100 pg/mL), penicilina G (100 U/mL), y
bicarbonato de sodio (3.7 mg/mL). Todos los cultivos fucron hechos usando cajas de
cultivo, ya sea de 15x60 mm, o 10x30 mm, o en placas de 24, o 96, pozos {(Costar,
Cambridge, MA.) conteniendo un volumen final de 5, 2.5, 0.7 y 0.2 mL de medio de
cultivo respectivamente. En estos volumenes sc incluyen las concentraciones de las
diferentes citocinas e inductores naturales empleados como estimuladores.

Inductores de FcyR. Como una fuente del inductor de receptores Fe (FcRI) se empled el
medio condicionado de macréfagos residentes (MCMac R) ¢ mducndos (MCMac [) de
cavidad peritoncal de raton. Entre las citocinas r bi al G-
CSF, M-CSF, IL-1q, IL-1p (todas muestra actividad sobre las células de ratdn), ¢ IFN-y

(es activa sélo en célul h ) (1 Corporation, Seattle, WA). IFN-y
recombinante de ratdn (solo activa en células de ratéon) y rhTNFa (carece de actividad

£ 65

P ) (Genzyme, Cambridge, MA). Se emplearon anticucrpos policlonales
de conejo y cabra anti- IL-IB humano (Immunex, Corporation, Scattle, WA y de R&D
Mi >lis, MN r. i ).

o]
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Fuente del FcRI. Los Mac R y Mac I fueron sembrados a una densidad de 8x10% células
por caja de petri de 15x60 mm en MENM con 1 ng/mL de lipopolisacarido (LPS) de
Salmonella typhosa (Difco Labs., Detroit, Mich.). Después de 4 dias de incubacion, se

1 el sobr se centrifuga y se almacena a -20 °C hasta su uso. Al
sobr d se d ina MCMac R si proviene de un cultivo de macréfagos residentes,
o MCMac I, si proviene de macrofagos inducidos. Ambos medios condicionados fueron
usados como fuente del inductor de receptores Fe; el FcRI.

Cuantificacion de la inducciéon de FcyR por la IL-1. Para la evaluacion de la expresion de
receptores Fc se empleo la técnica de rosetas. Esta técnica se fund enla idad
de los FcyR para fijar complejos antigeno-anticuerpo (Bianco, et al 1970).
ici leado eritrocitos de carnero recubiertos con anticuerpo anti-
también conocido como

Trad i se han P
critrocito de carnero como complejo antigeno-anticuerpo,
eritrocitos sensibilizados (EA). La incubacion de los EA con las células mieloides, o
linfoides, que expresan FcyR, forman un complejo célula-eritrocito, al cual se le conoce
como rosetas EA. La inspeccion al microscopio de las células permite sefialarlas como

rosetas positivas cuando ticnen adheridos 3 o mas EA.

Preparacion de EA. En la preparacion de eritrocitos cubiertos con anticuerpo se utilizé
IgG (7S) policlonal de conejo contra eritrocitos de camero (Cordis Labs, Mich.) diluida
1:1600 con PBS, concentracién de anticuerpo gue no aglutina a los eritrocitos. Las células
rojas de camero son lavadas por centrifugacion con PBS, y se incuban con los
anticuerpos por 30 min a 37 °C, se lavan con PBS para climinar el exceso de los

anticuerpos policlonales.

Formacién y cuantificacién del numero de rosetas . Las células tratadas a diferentes

tiempos con, o sin inductores, para inducir la expresién de FcyR, fueron cosechadas y
resuspendidas en MEM fresco, las células asi obtenidas se laron con EA en una
d 100 eritrocitos por leucocito, se¢ centrifugaron para formar

relaci de apr
un botén celular y asi se incubaron por 30 min a 37 °C. Transcurrido este tiempo, el boton

lular fue resi dido lentamente a homogencidad. De esta solucién se tomdé una
muestra y se depositd en un hemocitémetro, se observd y cuantificé la formacion de
rosctas bajo un microscopio. Cada evaluaciéon se realizé contando minimamente 200

leucocitos por muestra.



Evaluacion de la produccion de lisozima en macréfagos elicitada por la IL-1. El
sobrenadante de los cultivos de las células estimuladas para inducir la expresion de FeyR

fueron colectados en tubos de ensaye. Una décima de mL del sobrenadante se puso en
contacto con 2.5 mL de una solucién de Aficr 1.

lisode Al min 1 después de
iniciada la reaccion se evalué la absorbancia en un espectrofotémetro a 450 nm. Si el

) q
sobr

contiene lisozima s¢ observa un decremento en la absorbancia de la solucién.
La cantidad de lisozima se obtuvo de la comparacion con los datos obtenidos de una curva
patrén en donde se utilizaron diferentes concentraciones (de 2 a 20 ug/mL) de una
solucion patron de lisozima de albumina de huevo de gallina (Merck, Germany). Una
unida de actividad de lisozima se considera equivalente a 1a cantidad requerida para un
cambio de 0.001 en la absorbancia a 450 nm (Nerurkar, 1981).

Ensayo de fagocitosis estimulada por ta IL-1. Los macréfagos fueron incubados a 37 °C
por 1 h con 10 pL/mL de una suspensién que contiene esferas de latex LB-11 de 1.09
pm. de didametro. Los macréfagos fueron tefiidos con May-Greenwald-Giemsa para su
evaluacion. Fueron consideradas células positivas cuando fagocitan mas de 5 esferas de
latex. Para \| la inmunofagocitosis, los macrof:

con rosetas EA fueron incubados
por 30 min a 37 °C, después son lavados y tefiidos. Fueron consideradas células

i fag: do al menos 3 eritrocitos fueron fagocitados. Al menos 200
células fueron evaluadas para cada determinacion.

Induccién a la formacion de colonias. Para la estimulacién a la formacion de colonias se
uso la técnica de cultivo de doble capa en agar {(Pluznick and Sachs, 1965). Brevemente,
en cajas de petri de 15x60 mm se coloca una primera capa de agar al 0.6 % y medio de

cultivo en presencia © ausencia de citocinas, y sobrepuesta una segunda capa con 0.3% de
agar la cual conti aproximad: 5x10* célul lead

de médula o6sea en
un volumen total de 2 mL. Después de 7 dias de incubacién y con la ayuda de

microscopio, los grupos de mas de 30 células fueron registrados como colonias.

Morfologia de las células y de las colonias. La evaluacién de la morfologia de las colonias
fue realizada por dificacion de 1a ¢

de transferencia de colonias sobre un
cubreobjetos (Moezzil, 1986). Brevemente, sobre la capa de agar cortada en

aproximadamente un rectingulo de 2.5 x 1 cm, se cubre con un papel filtro Whatman
Nom. 2. (Whatman Incorporated, Clifton, NJ) de las mismas dimensiones, y una vez
himedo se retira lentamente para arrastre el agar, se deposita sobre un cubreobjetos, se
deja secar a temperatura ambicnte por 45 min. Finalmente se retira el papel filtro, en esta
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ocasion evitando llevarse el agar. Las colonias depositadas sobre el cubreobjetos son
fijadas con metanol y tefidas con May-Greenwald-Giemsa. Cuando las colonias contienen
células con nicleo en forma de anillo o ségmentados fueron registradas como
granulociticas. Si las células eran grandes y vacuoladas se registraron como colonias
macrofagicas.

Para detectar la presencia de IL-1 en el MCMac R (fuente de FcRI) se realizd una
i 1 otransferencia, ¢ inmunoprecipitacidn (Coligans, et al 1992).
Electroforesis. Se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS con un

sel
concentrador de 4.5, Las concentraciones finales en el gel separador fue de 0.375 M Tris-
HCI (pH 8.9 y 0.1 % p/v de SDS, y las concentraciones de acrilamida usadas son 7.5 % o
12.5 % p/v). Los geles fueron polimerizados por la adicién 0.05 % p/v de persulfato de
amonio, tetramectiletileno-diamina (TEMED) {(gel de resolucién), o 0.1%% de cada
catalizador en ¢l gel concentrador. La solucién del tanque (pH 8.3) contiene 0.025 M de
Tris, 0.192 M dc glicina y 0.1% de SDS. Las muestras fueron disociadas en ebullicion
por 5 min en una solucion que contienc 100 mM de Tris-HC! pH 6.8, 1% de SDS, 10% de
glicerol, 50 mM de DTT y 0.01% de azul de bromofenol. La electroforesis se realizé con
voltaje constante de 100 V por 2 h. Los marcadores pretefiidos fueron los siguientes:
fosforilasa B (97,400 daltones), albumina (66,200 daltones), ovoalbumina (45,000
daltones), anhidrasa carbonica (31,000 daltones), inhibidor de tripsina (21,500 daltones) y
Ii i (14,400 dal ) ( Bio-Rad Laboratories, Inc, California, USA).
1 lectrotransferencia (Western Blot). Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE
fueron transferidas a membrana de nitrocelulosa en un aparato de transferencia semiseca,
a corriente constante de 100 mA durante 2 horas. El buffer de transferencia contiene 25
mM Tris, 192 mM Gilicina, 20% (v/v) mctanol y 0.05% SDS, pH 8.3. La eficiencia de la
transferencia fue determinada mediante tincidon de la membrana de nitrocelulosa con rojo
de Ponceau S y destefiida con agua destilada. La nitrocelulosa que contiene las proteinas
i ilizadas fueron bloq das con 5% (p/v) de leche semi-descremada en polvo en
buffer TBS (150 mM NaCt, 20 mM Tris, pH 7.5) durante toda la noche a 4 °C. Las
fueron incubadas con los anticuerpos anti-IL-1 en TBS-5% leche durante 2
horas a temperatura ambiente. La membrana fue lavada cinco veces con TBS durante 10
min cada lavada y una vez con TBS-5% leche. Se utilizd un anticuerpo secundario
ji do con fc fcalina (IgG-AP de carnero contra IgG de conejo, Bochringer,
Mannheim, Germany) diluida en TBS-5% de leche, incubandolo durante 2 horas a
temperatura ambiente. El filtro fue lavado 5 veces como se indicod anteriormente. Después
de lavar, la membrana se reveld en 5 mL. de buffer de fosfatasa alcalina (100 mM Tris pH
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9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCI2) que contenia 0.82 mg de S-Bromo-4-Cloro-3-Indolil-
Fosfato y 1.65 mg de azul de tetrazolio. La reaccién se detuvo después de 15 min
mediante lavado con agua destilada.

Inmunoprecipitacion. Se incubd proteina G-sefarosa con anticuerpo de cabra anti-rhIL-13
por 4 h a 4°C, se agregd 40 pl. de MCMac R, MC de HL-60 (linea de célula
promielocitica humana que no produce 1L-1p), INBL, células de carcinoma cervivo-
aterino (todos concentrados 30 veces) y rhIL-1B (130 ng), 12 h despucs de una
incubacién a 4°C, se lavd con una solucion tampon (buffer) de lavado y se desprendié el
inmunoprecipitado, con buffer de citratos (40 ul), se di on las
ebullicion por 2 min, se mezclaron con buffer de corrida y cada muestra se cargé en un
carril en el gel SDS-PAGE. Las proteinas se revelaron con un tincién de plata no
amoniacal.

Varios. Todos los experi fueron realizados por duplicado y los resultados son
expresados como la media y su desviacion estandar. Todos los productos bioquimicos
fueron obtenidos de Sigma Chemical Co., St Louis Mo., a menos que se indique otra
procedencia.

1écul

en

Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANDEVA) y sujetos a la prueba de
Bonferroni con una P=0.001, usando el sofware Statgraphics Versién 5.0,
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RESULTADOS

bi (rhIL~1B) induce Ia expresion de

i 18 «r
receptores Fc en células macrofigicas de ratén,
Al inicio de la década de los 80°s se caracterizé un factor inductor de la expresion de

FcyR sobre células de médula dsea de ratén, al cual se le denominé FcRI (Fec Receptor
Inducer) (Caicagno, ct al 1982, Fragoso, et al 1985) Este factor es producido por
macréfagos y tiene un pl de 7.2 y PM de 17 000 daltones, caracteristicas que son

compartidas por la IL-1pg, por lo que existia la posibilidad de que ¢l FcRI e IL-1g fueran la

misma molécula, por tanto que la IL-1 fuera un inductor de FcyR en este grupo de células,
se cultivaron 5 x 10° células de médula ésea por

Conla idad de 1 esta hipé
4 dias en presencia de 12 ng/mL de rhlL-13. Se empleé esta concentracion porque es la
dosis 1 dada para duci biologicos en el sistema hematopoyético

{proliferacidn de linfocitos) (Tocci, et al 1987). Se utilizd como control positivo 100
pl/mL del medio condicionado de macrofagos residentes (MCMac R) porque tiene una
fuerte actividad de FcRI (Fragoso, ct al 1985), también se utilizd un factor recombinante
ién de fagocitos como la rhlL-2 (1000 U/mL) y un cultivo

no tado con la difer
sin inductor en calidad de controles negativos. Los resultados indican que la rhiL-1g

indujo significativamente (P= 0.001) la expresién de FcyR en células de médula 6sea en
relacién a los controles, pero fue significativamente menor que el nivel de expresion
inducida por el FcRI (Figura 6).

Después de determinar que la rhilL-1g, al igual que el FcRl, induce la expresion de FoyR
en las células de la médula Osea, era indispensable identificar al linaje celular blanco de
estos factores. Se consideré que las células blanco podrian ser los macréfagos y los
granulocito-neutréfilos porque son las principales células micloides que se encucntran en
la médula Gsea y que expresan FcyR. Para evaluar esta posibilidad se inicid el estudio con
macréfagos de raton, por lo que se procedio a cultivar por 2 y 4 dias 4 x 10? células de
macrafagos residentes (Mac R) e inducidos (Mac I) de la cavidad peritoneal de ratén, en
presencia de 12 ng/mL de rhIL-183, como controles positivos se usaron 100 ul/mi. de
MCMac R y de macréfagos inducidos (MCMac I), también fuente de FeRI y un control



LA IL-1 INDUCE LA EXPRESION DE
RECEPTORES Fc EN CELULAS DE
MEDULA OSEA DE RATON.
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Figura 6. Porcentaje de células de médula ésea de ratdn
con receptores Fc cultivadas durante 4 dias Sin
-inductores (Sin ind), Medio Condicionado de
Macréofagos Residentes (MCMacR) como fuente del
Factor inductor de Receptores Fc (FcRi), Interfeucina-1
beta recombinante humana (rhil-13) e Interelucina-2
recombinante humana (rhil-2). Entre a y b no hay
diferencia significativa, pero si entre b con ¢ y d, asi
como entre c y d (P=0.001).
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negativo sin inductor. Los resultados indican que después de 2 dias de cultivo la rhiL-1g
indujo significativamente (P=0.001) la expresion de receptores para Fc ya que se
incrementd este tipo de receptor en la poblacion de Mac R hasta un 39 %, casi el doble de

1o observado en el control negativo y mayor que ¢l obtenido por estimulo con los MCMac
Ry MCMac 1 (33 y 31% respecti aunque estadisti

e la diferencia no es
significativa) (Figura 7). La rhiL-1p ejerce el mismo efecto en los macréfagos inducidos
(Figura 7), una poblacion macrofagica que sc considera menos madura que los Mac R
(Meltzer, 1981). A los 4 dias de cultivo existe un comportamiento similar, sin embargo ¢l

testigo sin inductor mostro un mayor por de células con r es ado con

el de 2 dias (como se observa en la Figura 10). LathIL-13 induce la expresion de FocyR
en macrofagos después de 2 dias de cultivo.
Conla finalidad de evaluar la capacidad de induccion de la expresion de receptores Fc en
Mac R por otros factores recombinantes, asociados con la diferenciacion de células
fagociticas, procedimos a cultivar 4 x 103 Mac R durante 2 dias en presencia de rhilL-
1B , asi como de rhM-CSF (10 ng/mL) y de rhG-CSF (200 ng/mL). Se utilizo en este
experimento un factor recombinante no asociado con la diferenciacién de fagocitos como
la rhiL-2 (1000 U/mL) y un cultivo sin inductor en calidad de controles negativos. Cabe
lar que bién se adicioné 10 ng/mL de LPS, porque se ha reportado que s un
activador de macrofagos (Sachs, 1987a).

Los resultados muestran que la thlL-18 fue el unico factor que indujo una fuerte expresion
de receptores Fc en Mac R. Del 16 % en el cultivo sin inductor a un 40 % (diferencia
significativa entre los valores con una P=0.001), el rhM-CSF por su parte tuvo

un
peq o, pero di: igni ivo (P=0.001), efecto inductor, cn tanto que €l
rhG-CSF y la rhIL-2 no muestran diferencia signi iva con respecto al cultivo

sin inductor (Figura 8). El LPS en este y en otros ensayos no mostrd actividad inductora a
la expresion de FeyR (Figura 8)




LA IL-1 INDUCE LA EXPRESION DE RECEPTORES
Fc EN CELULAS MACROFAGICAS.

«» S0
g [dsinind
3 B MCMac R
‘: s0|| EIMcMac 1
o ErhiL-18
o
[]
€ a0
>
(&)
T
[+
a

30

20

10

o

Mac R Mac |

Figura 7. Porcentaje de células con receptores Fc después de dos
dias de cultivo de macréfagos residentes (Mac R) y Mac inducidos
(Mac |) de cavidad peritoneal de ratén. Sin Inductor (Sin Ind),
Medio Condicionado de Mac R (MCMac R), MCMac | e
Interleucina-1 beta recombinante humana (rhil-1g ). Existe
diferencia (P=0.05) entre a con b, c y d, pero entre las tres uitimas
no la hay. También hay diferencias entre e con f, g y h, al igual que
entre f Y g (P=0.005).
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Porcentaje de Rosetas

LA IL-1 Y EL M-CSF, PERO NO EL G-CSF, IL-2 O
LPS, INDUCEN LA EXPRESION DE RECEPTORES
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Figura 8. Porcentaje de macréfagos residentes (Mac R)
peritoneales de ratén con receptores Fc (FcR) después de dos
dias de cultivo sin inductor (Sin Ind), interleucina-2 recombinante
humana (rhil-2), Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos
(rhG-CSF), Lipopolisacarido (LPS), Macréfagos (thM-CSF) e
Interleucina-1beta (rhiL-18). Entre a, b, ¢, y d no hay diferencias,
pero si entre acon eyf, y entre e y f (P=0.001).
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ind i6n de r es Fc de macréfagos residentes de ratén

Dosis resy ala ¥

por rhilL-1g.

Siendo la rhiL-1g un fucrte inductor de la expresion de receptores Fc en Mac R, se
ideré indisp ble establ la dosis a la cual el factor induce wuna maxima

T Con esta finalidad i b 4 x 105 Mac R con o sin 0.025, 0.05, 0.1, 0.2,

0.4, 0.8, 1.6, 3.0, 6.0 y 12 ng/mlL. de rhIL-1p durante 2 dias de cultivo. Se encontré que
a concentraciones de 0.05 ng/mlL  se observa ya un incremento en la induccion a la
expresion de FcyR y que 0.8 ng/ml. son sufici para al la maxima expresion

(Figura 9).

Los macréfagos autoregulan sus niveles de receptores Fc.

Teniendo como d que los macré en cultivo producen y liberan la IL-1g
(Lisi, et al 1987), era de esperar que a medida que al aumentar el tiempo de cultivo de
Mac R no estimulad bién se incr a el por aje de células con receptores
Fe, como de la produccion de la IL-1P3. Cuando se evaluo la expresion de

receptores Fc en esta poblacidon cultivada sin inductor por 1, 2, 4 y B dias, el porcentaje
de células con receptores Fc se incrementa gradualmente en funcién del tiempo de
cultivo, de 7 2% en el primer dia hasta 50% en el octavo. Como era de esperarse la adicion
de 0.8 ng/mL de rhiL-13 mostré un efecto aditivo en la induccidn de FcyR (Figura 10).

Con la finalidad de determinar si la IL-1g producida por los propios macréfagos era la
responsable de inducir la expresion de receptores Fc en los cultivos de Mac R, se utilizé
el anticuerpo anti-IL-1{3 (0.3 pg/ml) para evaluar si era capaz de bloquear la expresién
de nuevos receptores Fc. Por esta razon, se compard el porcentaje de células con
receptores Fc al inicio y después de 2 dias de cultivo con y sin la presencia de IL-1p y de
anticuerpo anti-rhIL-13. Los resultados indican que se inhibio la induccion de células con
receptores Fc cuando fueron expuestas el anticuerpo anti-rhiL-1g3. Encontramos que al
inicio del cultivo (dia cero) los Mac R presentaban un 5% de células con receptores Fc y
de s6lo 6% después de dos dias ya sea en presencia del anticuerpo anti-IL-1B o de
rhIL-1 + anti-rhlL-1f3 , en cambio el cultivo sin inductor mostré un incremento

significativo (P=0.001) de autoinduccion hasta un 11 % y en presencia de rhil-1g

63



LA IL-1 INDUCE LA EXPRESION DE RECEPTORES Fc EN FORMA DOSIS
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AUTO-INDUCCION DE LA EXPRESION DE RECEPTORES Fc EN LOS
MACROFAGOS.
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exdgena hasta un 20 % (Figura 11). Un efecto similar fue obtenido al usar una poblacién

de Mac 1.
Existe la posibilidad de que el anticuerpo se una a los receptores Fc de tal forma que
de la inhibicién de la expresion de

impida la formacion de rosetas y no como
los receptores. Los datos indican que éste no es el caso ya que las células tratadas con IL.-

18 por 48 horas y en la nltima media hora incubadas con anti-rhlL-18, no modificaron
significativamente (P=0.001) la formacidn de rosetas promovidas por la rhIL-1{ (Figura

11).
Interesantemente la expresién de receptores Fc promovida por el MCMac R, fuente de

(P=0.001) reducida (Figura 11), pero la inhibicién no

FcRI, también fue signifi
fue tan contundente como la observada en presencia de la rhIL-1p3 | ya que fite similar al

testigo sin inductor.
Los cultivos de 3 dias en presencia del anticuerpo anti-rhIL-1fg, existe inhibicion de la

expresion de los FcyR., pero el efecto no se observa en forma contundente ya que en estas
condiciones el porcentaje de células con FcyR fue del 10 %5, mientras que el cultivo sin
inductor subié hasta un 19 %.

La autoinduccién a la expresion de FcyR aun en presencia de anti-rhlL.-18 después de 3
dias de cultivo, podria deberse a la producciéon de la IL-1q o del factor de necrosis

tumoral (TNF), sobre todo considerando que la IL-lIx e IL-1f se unen al mismo receptor
actividades biolégicas, mientras que ¢l TNF muestra actividad

y di d las
biolégica traslapada con la IL-1, ademas tanto la IL-1¢ como el TNF son producidas por
los macroéfagos (Schiitze, et al 1994). Con la finalidad de evaluar la probable participacién
de cada uno de estos factores en la induccién de FcyR, se cultivaron macréfagos en
presencia y ausencia de rhlL-1g y rhTNFa. Los resultados indican que sélo la rhil-1q
indujo la expresién de FeyR (Figura 12). Estos datos sugieren que tanto la IL-1g como la
ion de receptores Fc en macréfagos.

IL-1p son resp bles de Ia
Para confirmar los resultados se realizaron ensayos de inmunoelectrotransferencia

(Western blot) y revelado con el anticuerpo policlonal de conejo anti-rmIL-153, en donde
detectamos que el MCMac R contiene IL-If3 (Figura 13), aunque tanto la rmIL-13 (de
17,000 daltones) como la IL-13 del MCMac R mostraron tener un peso molecular de
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ANTICUERPOS ANTI-IL-1 BETA INHIBE
LA AUTO-INDUCCION DE
RECEPTORES Fc EN Mac R.
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Figura 11. Porcentaje de macréfagos peritoneales de ratén con
receptores Fc al inicio (dia cero) y dos dias después del cultivo Sin
inductor (Sin Ind),interleucina-1 beta (rhiL-1s ),Anticuerpo anti-rhiL-1s
(anti-IL-1s ¥y Medio condicionado de Macréfagos Residentes con o sin
anti-iL-1s (MCMac R, MCMac R-+anti-IL-18). No existe diferencia
significativa entre a, c y e, tampoco entre by h y entre d, fy g. Si la
hay entre a con b, d, f, g y h, lo mismo ocurre entre by hcond, fyg

(P=0.001).
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Porcentaje de Rosetas

LA IL-1 ALFA PERO NO EL TNF ALFA
INDUCE LA EXPRESION DE RECEPTORES

Fc
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Figura 12. Porcentaje de macréfagos residentaes (Mac
R) con receptores Fc después de dos dias de cultivo
con Interferon-gamma recombinante de ratdn (rmiiFNY)
e Interleucina-1 beta y alifa recombinante humano
(rhil-1 . rhil-10X). Factor de Necrosis Tumoral alfa
recombinante humano(GhTNFa) o sin inductor (Sin Ind).
Entre a y b no hay diferencias significativa, tampoco
entre c, d y e, pero si entre a con ¢, d vy e (P=0.001).
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«MCMac R (10 uL)
«-MCMac R (5 uL)
rhiL-18 (130 ng)

21,500 ]
daltones ) ;

Figura 13. El MCMac R, usado como fuente de FcRI, contiene IL-18 detectado
despies de una inmunoelectrotransferencia (IET) revelado con un anticuerpo
policlonal anti-rhiL-18. El peso molecular es de 22,500 daltones. El MCMac R

fue concentrado 18 veces.
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aproximad 22,500 dal Esta serie de datos permite establecer que la actividad
de FcRI contenida en el MCMac R es por la presencia dc la IL-1. Un ensayo de

inmunoprecipitacion del MCMac R y del MC de la linea promielocitica humana HL-60
(células que no producen IL-1; Grande, et al 1995) con un anticuerpo de cabra anti-rhil-

1B, confirman que solo el MCMac R contiene IL-1(3 (Figura 14).

La rhlL-1g favorece la fagocitosis dependiente pero no Ia indcpendiente de

anticuerpos.
una dependiente y la otra

macrofagos fagocitan particulas por dos rutas,

Los
1981). Para que pueda darse la

independiente de anticuerpo (Kuster and Schauer,
fagocitosis dependiente de anticuerpo se requiere de la participacién de los receptores Fo
(inmunofagocitosis) (Greenberg and Silverstein, 1993). Considerando que la rhll-1g
induce la expresion de FcyR, existia la posibilidad que también favoreciera la
i fagocitosis. Se ro que las macr que forman rosetas después
de ser estimuladas con rhlL-1g, bi incre ignificati (P=0.001) su
capacidad de fagocitar eritrocitos cubiertos con anticuerpo, pasando de un 7 % sin

inductor hasta un 14 % con rhlL-1g. Sin embargo, estos macréfagos no presentaron la

capacidad de fagocitar eritrocitos sin anticuerpo ni particulas de litex. Por lo anterior
la rhiL-1g parece favorecer sélo la

consideramos que, bajo estas condiciones,

inmunofagocitosis.
Los FcyR inducidos por la rhIL-18 y el interferon-gamma recombinante de ratén
(rwmIFNy) son de diferente tipo.

EIl IFNy es una clasica citocina inductora de receptores FcyRI tanto en macréfagos como
ifica. Con la Iidad de determinar si los

en granulocitos y cuya actividad es esp p
FcyR inducido por la rhll.-13 y el interferon gamma recombinante de ratén (rmlIFNy) son
pos anti-FoyRI (32) anti-FeyRIL (IV.3)

de diferente tipo. se¢ utilizaron los
(Medarex, Inc. Annandale, NJ, USA), dirigidos contra los receptores FcyRI y FoyRII
)3 g (Erbe, et al 1990). Para ello incubamos Mac R con o sin 0.8
ng/mL de rhil-1g y 100 U/ml. de rmIFNy como testigo positivo para la induccion a la
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Figura 14. El MCMac R, usado como fuente de FcRi, contiene iL-18 detectado
desplies de una inmunoprecipitacién (Impp) con anticuerpo de cabra
antihiL-18 acopiada a proteina G-sefarosa. Como control se uso el MC de fa
linea célutar INBL, un carciona de origen cérvico-Gterino (Impp-INBL), y la
linea celular promielocitica humana HL-60 (impp-HL-60). También se muestra el
precipitado del anticuerpo anti-rhiL-18 pero sin antigeno (1gG contra rhiL-18), y
rhiL-18 sin inmunoprecipitar (rhiL-18). 40 uL de cada medio, concentrado 30
veces, fue usado para la inmunoprecipitaciéon.
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expresion del receptor Fc tipo I (FeyRI) (Erbe, et al 1990). Después de 2 dias en cultivo
afladimos por 30 min 0.3 pg/mL de anticucrpo anti-FcyRI y anti-FcyR1l, posteriormente
se agregaron los eritrocitos activados para la formacion de rosetas y asi cuantificar el
porcentaje de células que fueron inhibidas a formar rosetas y por ende, determinar el tipo
de FcyR inducido. Los resultados muestran que los receptores inducidos por la rhil-1g
la pr ia de FcyRl y FcyRIl, en

tanto que las células estimuladas con el rmIFNy sélo fueron bloqueadas con el anticuerpo

o q

fueron bloqueados por ambos i pos i

anti-FcyRl, lo cual indica la presencia de FeyRI en estas células (Figura 15).

La rhIL-I3 no induce Ia expresién FcyR en granulocitos-neutréfifos de ratén.

La poblacion fagocitica esta constituida por granulocitos y macrofagos, los dos grupos
celulares expresan receptores I'c en forma constitutiva y ambas expresan un mayor
nimero de receptores Fc ante cl estimulo con el IFNy (Fanger, et al 1989b). Con et
antecedente de que la rhil-13 induce la expresion de receptores Fc en macréfagos,

consideramos pertinente establecer si los granulocito-neutréfilos respondian en forma

. Los resultado: |l que la rhiL-18 no indujo y tampoco impide en forma

significativa (P=0.001) la expresion de receptores Fc en los necutrofilos a diferencia del
rmIFNy (Figura 16), adicionalmente se confirma que los FcyR inducidos por el rmIFNy
sdlo son bloqueados por el anticuerpo anti-FcyRlI humano (Figura 16). Se usaron
diferentes dosis tanto de la rhil-1g como de la rhil.-lg, y diferentes tiempos de

incubacién, pero los r ftados fueron simi . Cabe lar que después de dos dias de

cultivo, ni el rmIFNY muestra esta actividad.

Debido a que la rhIL-1p no indujo la expresion de FeyR en los neutrofilos maduros, existia
1a posibilidad de que se diera un efecto positivo en células mas primitivas. Para someter a
prueba esta hipotesis se cultivaron, en medio semisélido, células de médula Ssca
(500,000/caja 15x 60 mm) por 7 dias en presencia del rhG-CSF combinado o no con la
rhiL-1g. Los resultados indican que el 90 % de las colonias generadas (1400 colonias en
promedio por caja de petri) fueron de tipo granulocito-neutréfilos, pero sdlo un 3 26 de las

células expresaron FcyR, i P del estimulo con la rhIl.-1g. En cambio se

obtuvo un incremento de 3 % al 10 % en células macrofagicas generadas con rhM-CSF
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LA IL-1 Y EL IFN INDUCEN DIFERENTES TIPOS
DE RECEPTORES Fc
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Figura 15. Porcentaje de macréfagos residentes con receptores
Fc después de dos dias de cultivo Sin inductor (Sin Ind),
Interferon-gamma recombinante de ratén (rmiFNY), Interleucina-ib
recombinante humana(iL-1 A. en presencia y ausencia de
anticuerpos anti-receptor Fcr ! (anti-FeyRli) y |l (anti-Fc1R1l). No
hay diferencia entre a, c, f Y g, tampoco entre b, d y e, pero si
existe entre a, c, ¢ Y g con b, d y e (P=0.001).
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‘LA 1L-1 NO INDUCE LA EXPRESION DE
RECEPTORES Fc EN LOS
GRANULOCITO-NEUTROFILOS DE RATON
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Figura 16. Porcentaje de neutrofilos con

receptores Fc después de un dia de cultivo con
Interferon-gamma recombinante de ratén (rmliFENT),
en presencia o ausencia del anticuerpo anti-Fc{RI

[=] anti-FcyRlil, interfeucina-1 beta b4 alfa
recombinante humano (hil-1g , rhil-1a) o sin
inductor (Sin Ind). No existe diferencia

significativa entre a, b, ¢, e y g, tampoco entre d
vy f. pero si lo hay entre estos dos ultimos con
taodos - los demas (P=0.001).
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(200 colonias), o thM-CSF+rhIL-113 (250 colonias) respectivamente, en ambos casos el

98 % de las células fueron de tipo macrofagicas.

La rhiIL-18 no induce la expresién de FcyR en linfocitos de ratén.

Aunque los linfocitos no son células fagociticas también expresan receptores Fc (Sandor
and Lynch, 1992) y ademas portan receptores para 1L-1 (McKean, et al 1994) , por lo
tanto se podria suponer que esta molécula, pudiera inducir la expresién de receptores para
Fc en los linfocitos, igual como ocurre con los macrofagos. Con esta finalidad se procedio
a cultivar por 1, 2, 3 y 4 dias $§ x 10° células de timo y bazo de ratén como fuente de
linfoci en pr ia y at ia de 0.8 ng/mL de la rhll.-1g. Como se desconoce la

existencia de un factor que promucva la expresion de receptores Fc en linfocitos,
decidimos usar cultivos de Mac R pro i de los mi ratones como testigo

positivo del ensayo. En ninguno de jos diferentes dias de cultivo, se observo la induccion

de FcyR en linfocitos por la rhIL-1g (Figura 17). La induccién a la proliferacién de
linfocitos con fitohemaglutinina y la rhIL-1g y o variando la dosis de este factor no

modificaron el resultado.

Induccién de FcyR en lineas de células mieloides de ratén por ia rhil-1p.

Los Mac R utilizados en estos experimentos provienen de la cavidad peritoneal de ratén y
aunque se utilizaron métodos de purificacion que permitieron obtener un enriquecimiento
mayor del 95 %, no se puede perder de vista que otros tipos celulares presentes pudieran

haber infl iado los resultados ya descritos. En cc ia procedimos a trabajar con

lineas celulares considerando que son mas homogéneas. Por tanto se procedid a evaluar el
efecto que la rhIL-1lf3 pudiera ejercer en la modulacion de la expresion de receptores Fc
en lincas celulares de tipo macrofagico. Se cultivaron 2.5 x 105 células de las lineas

WRISM.1 y WEHI3Bd- por 4 dias ¢n cajas de petri de 35 x 10 mm en presencia y

ausencia de 12 ng/mL de rhlL-1g. Como el G-CSF induce la difer iacion morfold
de WEHI3Bd- (Souza, et al 1986) se iderd perti evaluar si también cra capaz de
inducir la expresion de receptores para Fc, por esta razdn se incluyeron en estos
experimentos los cultivos con 200 ng/mL de rhG-CSF. También se utilizaron 1000 U/mL
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Porcentaje de Rosetas

LA IL-1 NO INDUCE LA
EXPRESION DE RECEPTORES
Fc EN LINFOCITOS DE RATON
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Figura 17. Porcentaje de macréfagos

residentes y linfocitos de timo y bazo de
ratédn con receptores Foc después de 3 dias
de incubacidn sin inductor(Sin Ind) o con la
Interieucina-1ag (rhil-18). No existe diferencia
(P=0.001) en la induccién de receptores Fc
en linfocitos ante el estimulo con la IL-1.
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de rhIL-2 como un factor no relacionado dircctamente con la mielopoyesis, y cultivos sin
ningun inductor como testigos negativos. Los resultados indican que la rhlIL-1g fue la

anica molécula que estimuld significativamente (P=0.001) la expresion de receptores Fc en
acién que la produccién de

ambas lineas celulares (Figura 18). T > en

lisozima es uno de los paramctros empleados para medir la diferenciacion terminal de las
células mieloides (Ruhl and Pluznik, 1993), se evaluo si la rhiL-1p también inducia la
produccién de lisozima en estas lineas leucémicas. Al realizar las determinaciones no se
de la i en el sobr d. de los cultivos de WRIOM.1 y

El empleo de Mac R confirmé nuestras observaciones con las lineas
Ia

detectd incr
WEHI3Bd-.
leucémicas ya que
produccion de lisozima, a diferencia (P=0.001) de la interleucina-6 recombinante humana
tiene una restriccion en la

la rhIL-1B y e! rmIFNy no favorecieron significativamente

(rhlL-6) (Figura 19), datos que seflalan que la rhiL-ig
diferenciacién y o activacion de macréfagos y que son necesarios otros factores para

completar este proceso..

La rhIL-1g induce la expresién de FcyR en monocitos de sangre periférvica humana

(SPH).
La mayoria de estudios realizados sobre la r
han realizado con leucocitos de SPH. Asi fue como sc establecié por vez primera que el

lacion de la expresion de receptores Fc se

IFNY regula positivamente la expresion de receptores Fc en granulocitos y monocitos
humanos (Ball, et al 1983, Perussia, et al 1983). Con el antecedente de que la rhiL-13
es Fc en macréfagos normales y lineas leucémicas de ratén,

d la expresion de r
consideramos de sumo interés determinar si este factor muestra ¢l mismo efecto sobre los
leucocitos humanos. Con este propésito procedimos a cultivar por 3 dias § x 105 células
mononucleadas totales de SPH en presencia, o ausencia, de 0.8 ng/mL de rhIL-1g3.
Empleamos 100 U/mL de interferén-y recombinante humano (rhIFNy) como testigo
positivo del experi . Asi mi pl 1000 U/mL de rhlL-2 como factor que
ividades biologi de linfoci pero no de células mieloides. ¥ cultivos sin

dula las acti
inductor como testigos negativos. Los resultados indican que la rhiL-1g induce la
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LA IL-1 INDUCE LA EXPRESION DE RECEPTORES
Fc EN LINEAS LEUCEMICAS DE RATON
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Figura 18. Porcentaje de células leucémicas de tipo
macrofagico WR19M.1 y promielocitico WEHI3Bd-
que expresan receptores Fc después de 4 dias de
cultivo sin inductor (Sin Ind), Interleucina-1g (rhiL-1g),
Factor Estimuiador de Colonias de Granulocitos
(rhG-CSF) e Interleucina-2 (rhiL-2). Séfo la IL-1 indujo
la expresién de receptores Fc en forma significativa
(P=0.001)
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LA 1L-1 NO INDUCE LA

PRODUCCION DE
LISOZIMA EN Mac R.
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Figura 19. Produccién de lisozima por macréfagos
peritoneales de ratén después de 2 dias de cultivo Sin
Inductor (Sin Ind), Interleucina-1 beta recombinante humana
(rhil-1g), rhil-6, e Interferon gamma recombinante de ratén
{(rmiFNy). No existe diferencia en la produccion de lisozima
entre a, b y ¢, pero todos difieren con d (P=0.001).
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expresion de FcyR en células mononucleadas en forma similar al efecto promovido por el

rhIFNy (Tabla 6).

CELULAS MONONUCLEADAS DE SANGRE PERIFERICA HUMANA
SON INDUCIDAS A EXPRESAR RECEPTORES Fc CON IL-18.

FACTORES I ENSAYO I J ENSAYO 2 ]
] Sin Inductor 1 7+0.5 1 20+ 10 }
{ Interlcucina-2 i 10£0.5 i 19+ 1.0 1
} Interfcucina-if3 { 19+ 0.0 T 38+3.5 |
Interfcrony L 25405 A 47405 ]

je de células totales de sangre periférica humana

Tabla 6.
normal con receptores Fe después de 3 dias de cultivo con los diferentes inductores.

La poblacién mononuclear de SPH esta constituida principalmente por monocitos y
linfocitos. Ambas poblaciones pueden separarse por la capacidad de adherencia de
monocitos al substrato de cultivo. Con este procedimiento se obtuvo que las células
adherentes estaban constituidas por un 90 %% de monocitos y las del sobrenadante por un
95 % de linfocitos. Células de ambas poblaciones (3 x 105/mL) fueron cultivadas por 2
dias en presencia y ausencia de 0.8 ng/mL de rhiL-183 y 100 U/mL de rhIFNy y 1000
U/ml de rhIL-2. Los datos reflejan que sdlo la poblacién de monocitos fue inducida a

expresar receptores Fc en respuesta a larhIL-1g y al rhIFNy (Figura 20).

1 émi itica

La rhIL-1p induce la expresién de FcyR en la linea
U937

Considerando que la poblaciéon de monocitos estaba constituida por sélo un 90 26, no se
descarta la posibilidad de que las células contaminantes puedan modificar los resultados. Por
lo anterior se considerd pertinente usar una linea celular monocitica para asegurar la
linea celular monocitica humana U-937 ha sido wusada

La
la expresion de FcyR. Por ello

homogeneidad celular.

ampliamente para caracterizar {éculas que pro
cultivamos por 4 dias 2 x 105 células de U-937 en presencia y ausencia de 0.8 ng/ml. de

rhiL-1g. Se empleé 100 U/mL de rhIFNy como control positivo, ya que se habia reportado
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LA Ii-1 INDUCE LA EXPRESION DE

RECEPTORES Fc EN MONOCITOS
T PERO NO EN LINFOCITOS DE
SANGRE PERIFERICA HUMANA

30

Csin Ind
Wl rhit-2

rhiFNy
A rhiL-1g

Porcentaje de Rosetas
N
0

10 - R T T T

Ltinfocltos

o

Monocitos

Figura 20. Porcentaje de monocitos y linfocitos de sangre
periferica humana con receptores Fc después de 3 dias de
cultivo. Sdélo el tratamiento de monocitos con IFN e IL-1
muestran respuesta similar v difiere significativamente
(P=0.001) con el cultivo sin inductor o con IL-2.
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que cra el anico factor responsable de inducir la expresion de receptores Fc en este linca
celular (Erbe, et al 1990), ¥ un cultivo sin inductor como control negativo. Los resultados
indican que la rhil-18 modulé positivamente la expresion de receptores Fc en esta linea

celular (Figura 21).



Porcentaje de rosetas

LA IL-1 INDUCE LA EXPRESION DE
RECEPTORES Fc EN LA LINEA LEUCEMICA
HUMANA U-937.
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Figura 21. Porcentaje de células de la linea leucémica
monocitica humana U-937 con receptores Fc¢ (FcR)
cultivadas durante 4 difas Sin Inductor (Sin Ind),
Interferén- (rhiFNy) e Interleucina-1b (rhil-18). Ambas
citocinas inducen significativamente la expresién de
receptores Fc (P=0.001) con respecto al negativo
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DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Existen varias citocinas (IFN, TGF

1L.-6 y G-CSF) reconocidas como moduladores
positivos de la expresion de los FeyR (Ruhl and Pluznik, 1993, Hulett and Hogarth, 1994), y

en este trabajo se demuestra que también la rhiL-1( cjerce este tipo de actividad. La IL-

p para pr a al

L ) 1
actua exclusivamente cn células del linaje monocito-macrofago, que son las células
principal igeno a los linfocitos. Como la IL-1 también induce la
activacion de linfocitos, entonces es de esperar que esta molécula jueguce un papel
importante en el reconocimiento inmunolégico, ya que interactua con las principales células
involucradas en esta respuesta.

En este trabajo encontramos que tanto 1a thIL-18 como la rhil.-1o promueven la expresion
de FcYR en macrdfagos, pero no en neutrdfilos, ni en linfocitos. Aunque existia la
posibilidad de que tal actividad fucse mediada por otra citocina, sobre todo conociendo que
1a IL-1 induce a su vez la secrecion dc otras citocinas, consideramos que la IL-1 es una

citocina directamente inductora de FeyR, ya que las citocinas liberadas por los macréfagos
1 das con la posible ind

6n de este tipo de receptores (G-CSF y TNF) no
mostraron tener una actividad significativa, mientras que el M-CSF sdlo lo hace en forma
d id pe{o estadisti

« sionifi

iva, en nuestras condiciones de experimentacién.
El bloqueo de la expresion del FoyR por el anticuerpo anti-ridlL-13  (Figura 11), confirma la

participacidon de la rhiL-1( en este cvento. Es poco probable que €l efecto sea atribuible ala
IL-6, ya que este es un inductor de lisozima (Ruhl and Pluznik, 1993), pero en los
sobrenadantes de los cultivos,

la actividad de esta enzima solo fue

incrementada
en pr de 11.-6 (Figura 19). También es poco probable que el efecto
sea atribuible al LPS, ya que a pesar de las evidencias de que los cultivos de tejidos
contaminados con LPS inducen la expresion de FcyR (Sachs, 1987a), 1a adicién del LPS a
los cultivos no mostréd ningon efecto significativo (Figura 8)

Una de las primeras evidencias sobre la participacién ' de una citoci secretada por
macréfagos en la induccion de FeyR y que sirvié de punto de panida para el presente
estudio, fueron publicadas a inicios de los aifios 80 bajo el nombre de FcRI, un factor

producido por macrofagos con un punto isocléctrico de 7.2, peso molecular de 17 000

daltones y con una fuerte actividad inductora a la expresidon de FoyR en células de médula

Osea de raton (Calcagno, et al 1982, Frngoso et al 1985). Esta molécula y la 1L-1
compartian no sdélo las mi propiedad 1

es, sino bién el mi origen y
actividad celular. En el presente trabajo se confirma que tanto el FeRI como ta IL-1 inducen



la expresion de FcyR en las células de médula Osea y en macréfagos residentes de ratéon, y
que ambos factores son reconocidos por el mismo anticuerpo anti-IL-1f3.

. Otro antecedentc que apoya parcialmente nuestras observaciones se publicd a finales de los

aflos 80 (Onozaki, et al 1987), en donde se sefiala a 12 rhIL-1f3 como un modulador positivo
de la expresion de FcyR en la linca lecucémica mieloide de ratén M1, sin embargo, se
menciona la nccesidad de la presencia de LPS para el efecto inductor. Es probable que el
requerimiento de LPS se deba a que ta M1 usada en dicho estudio (Onozaki, ct al 1987), es
una célula primitiva y no madura como los macrofagos. El LPS mas la IL-1, inducen la
produccion de la IL-6 y recientemente se demostrd que este factor modula positivamente la
expresion de los FcyR en las células M1 (Ruhl and Pluznik, 1993), por tanto la induccién de
FcyR mediado por la IL-1 y LPS observado por Onozaki, probablemente sea una
consccuencia de esta red de interacciones entre los factores sefialados.

La observacion de que et L.LPS no induce la expresion de FcyR ha sido publicada
anteriormente y se demuestra que junto con la rhIL-1p inhibe la expresion de este tipo de
receptores cuando son inducidos por el IFNy, en monocitos y granulocito-neutréfilos de
sangre periférica humana, y en las células de la linea leucémica macrofagica humana THP1
(Arend, et al 1987), aunque algunos datos presentados por estos autores sefialan a la IL-1
como un inductor de FcyR. Pensamos que el bloqueo observado en sus células
mononucleares de sangre periférica se puede deber a la producciéon de la IL-4 por los
linfocitos y basofilos presentes, ya que es uno de los fuertes inhibidores de la expresion de
FcyR y de la produccion de la propia IL-1 (Hulett and Hogarth, 1994, Chomarat, et al 1995)
(ver capitulo de Receptores Fc e Interleucina-1).

En relacién a la autoinduccién de FeyR en macréfagos demostrada en este trabajo, se puede
sustentar en el hecho de que los macréfagos son conocidos como las células con mayor
capacidad de sintesis de IL-1P e IL-1a, aunque esta nltima en cantidades reducidas (Lisi, et
al 1987). Evidentemente, es de esperarsc que a medida que aumente el tiempo de cultivo, se
incrempnte la concentracién de IL-1 en el sobrenadante (Eischen, et al 1994), lo que
explicaria la presencia, en nuestros resultados, de un mayor porcentaje de células con
receptores Fc en funcion del tiempo de cultivo (Figura 10) y que se requiere minimamente
de 50 pg/mi de IL-1 exogena para observar la induccion (Figura 9), cantidad que sélo puede
ser producida después de 2 dias de cultivo por 2x10°/mi de macréfagos de cavidad
peritoneal humano (Eischen, et al 1994). Estos resultados explican la fuerte autoinduccién
que observamos a los cuatro dias de cultivo (Figura 10). Por otro lado nos indican que
estamos trabajando con cantidades similares a las fisiologicas, ya que en suero normal se
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detecta casi 0.5 ng/mL (Duff, 1989) y alguno individuos sanos tiencn niveles mas altos
(Dinarello, 1989b) lo cual refuerza nuestra hipotesis de que esta autoinduccion se presenta
irt vivo.

La autoinduccién parece ser mediada principalmente por la IL-1f3, ya que la adicién de anti-
IL-18 por dos dias inhibio la expresion de receptores Fc, sin embargo no se descarta la
posibilidad de que la IL-i1c también participe. Existe una produccién enddgena de IL-1a,
pero sus niveles son entre un 20 a 50 % menores que ¢l de la IL-1f3 (Demczuk, et al 1987),
lo que implica que sc¢ requiere de mas tiempo para que se alcance la concentracion de SO
pg/ml de IL-1, cantidad requerida para iniciar la expresion de los receptores Fc

Podria pensarse que otras citocinas como ¢l TNF, una citocina también producida por
macrofagos y que comparte muchas actividades con la IL-1, fuese ¢l responsable de la
autoinduccion, sin embargo el TNFa utilizado tanto en nuestros expenmentos como en los
de otros investigadores (Michisita, et al 1990), no modulé positivamente la expresion de
receptores Fc.

Cabe scialar que se utilizé la molécula completa del anticuerpo policlonal de concjo anti-IL-
1B humana, por lo cual era posible que s¢ uniese al FcyR por su porcién Fe¢, pero no
consideramos que haya sido ¢l caso puesto que al utilizar un anticuerpo policlonal de conejo
anti- IL-1 humana, por media hora, antes de agregar los eritrocitos no se detectd
inhibicion alguna (Figura 11).

Es un problema comun de jos sistemas murinos que los anticucrpos disponibles reconozcan
antigenos humanos y por tanto no se¢ tenga la seguridad que muestren reactividad cruzada.
En este trabajo se utilizaron anticuerpos anti-FeyR humano para bloquear la formacion de
rosetas, ¥y se encontré que existe reactividad cruzada ya que solo el anti-FeyRI bloqueo tal
actividad en aquellas células tratadas con el rmINFy (Figura 15). Estos resultados son
comprensibles puesto que se sabe que el rmINFy induce principalmente receptores de tipo I
y ademas los receptores Fc de ambas especies tiencn una gran homologia, no solo
estructural sino que también a nivel de aa (75 y 60 % de homologia entre el FeyRl y FeyRIT
de raton y t > respecti ) (Hulett and Hogarth, 1994). El reconocimiento del
anticuerpo a su antigeno, aGn proveniente de otra especie, parece no ser exclusivo de los
FcyR, ya que también se¢ ha observado reconocimiento de anticuerpos dirigidos contra G-
CSF de humano sobre ¢l G-CSF de ratdn (Mora, ct al 1992).

El uso de los anticuerpos anti-FcyR humanos en células de ratén, también permitié
establecer que la rhlL-1f3 era capaz de inducir la expresién tanto de FoyRI, como del FoyRII
(Figura 15). Varios autores reportan quc las citocinas no inducen la expresién del FeyRI en
los monocitos y macrofagos humanos (Buckle and Hogg, 1989, Hulett and Hogarth, 1994),
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y s6lo un estudio establece que la IL-6 también tiene la propiedad de inducir la expresién
del FcyRll en la linea leucémica de ratén M1 (Chiu and Lee, 1989).

La IL-18 ademas de inducir la expresién de receptores Fc también activa a las mismas
célutas al mostrar fagocitosis dependiente de anticuerpos (inmunofagocitosis), pero fue

incapaz de promover otras actividades como la fagocitosis inespecifica y la produccion de
fisozima. La induccion de caracteristicas limitadas de difer

idn y activacion celular,
parcce no ser exclusiva de la IL-1, también se ha observado que el IFNy sélo induce la
expresion de FcyRi. pero no la scerecion de lisozima en las células M1, a diferencia de la
IL-6 que induce ia expresion de ambas caracteristicas (Ruhl and Pluznik, 1993). Lo anterior

jemplifica que en la difer

1 y activacion celular participan varios factores, también es
necesario cvaluar si existe un fendmeno aditivo, o sinergistico, de estos factores en 1a

expresion de los FoyR, eventos que son comunes en la proliferacion de las células

hematopoyéticas. Se encontrdé un incremento significativo en el porcentaje de células con
FcyR en aquellas colonias que se generaron en presencia de rhM-CSF mas rhIL-10.
Ademas, en contra de lo publicado por otros autores (Erbe, et al 1990), encontramos la
induccion de FeyR por el thM-CSF, lo cual consideramos factible ya que es un factor para la
diferenciacion morfolégica de los precursores de macrofagos (Jacobsen, et al 1994a).

El rhG-CSF carece de la capacidad para inducir la expresion de los FcyR en macrofagos
(Figura B) sobre todo en los granulocito-neutrofilos. Inicialmente se penséd que se debia a la
madurez de las células empleadas (neutréfilos segmentados), sin embargo los granulocitos
. generados a partir del cultive de células precursoras cn presencia de rhG-CSF, solo o
combinado con la rhIL-1f, tampoco expresaron receptores Fe. Resultados similares fueron
obtenidos en la linea leucémica promiclocitica WEHI3BdA- y la linca macrofagica de raton
WRI9M.1 (Figura 18). Sc ha demostrado que el G-CSF

induce la diferenciacién
morfolégica de WEHI3Bd-

hacia el linaje (Souza, et al 1986), ademas también induce la
expresion de los FcyR, tanto en los precursores como en células maduras del linaje
granulocito-neutrofilos en humanos in vivo e in vitro (Kerst, et al 1993). El rhG-CSF
muestra una actividad débil como inductor a l2 expresidon de FeyR., en comparacion al IFNy
(Kerst, et al 1993), lo quec hace pensar que su actividad en ratén es reducida o nula. El uso
del G-CSF de ratdn y la cuantificacion del RNAm para los FeyR podrian ayudar a esclarecer
su partici ion en la ind ion de los r

es Fc en csta especie.

Los linfocitos, al igual que los neutrofilos, tampoco fucron inducidos para que expresaran
FcyR en presencia de la IL-1. La combi de 1a fitoh t

inina con la rhiL-1§
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favorecié la proliferaciéon, pero no la induccion a la expresion de FcyR, resultado que no
cambié con la variacion de la concentracién ni tiempo de exposicion a la rhlL-1B. Cabe
sefialar que la técnica de rosctas, aunque sigue usandose en forma rutinaria por varios
grupos de investigacion, entre ellos el grupo de¢ Ravetch (Takai. et al 1994), tienc la
desventaja de que sélo detecta FecyR a nivel de proteina anclada a membrana, por tanto no
se debe descartar la posibilidad de que la IL-1 promueva la transcripcion de RNAm para los
FcyR en este grupo de células, evaluacién que ya es posible realizar puesto que ya se tiene el
c€DNA para los FeyRI y FcyRIl de raton.

Se piensa que la identificacion de citocinas que regulen la expresion de FeyR en linfocitos
cobrara gran importancia en ¢l futuro, sobre todo si consideramos que el FcyRIl expresado
en linfocitos B, afecta seriamente la producciéon de anticuerpos (Ravetch, 1994). Estos
estudios podrian ayudar a entender la biologia basica del control de la produccion de
anticuerpos y probablemente ayuden a entender la produccién patologica de auto-
anticuerpos y en cl mejor de los casos ofrecer opciones para controlarla..

LarhIL-1p también indujo la expresion de receptores Fc en monocitos, pero ne en linfocitos
de sangre periférica humana (Figura 20). Resultado que llamé mucho la atencion, ya que se
habia reportado que la IL-1 no inducia la expresion de FecyR en este grupo de células,
incluso la responsabilizaban de inhibir la induccion mediada por el IFNY (Arend, et al 1987).
Nuestros resultados pueden ser explicados en base al tiempo de exposicion de las células a
las citoci Por ejemplo, d amos que los macrofagos de raton y los monocitos
humanos requieren una exposicion de 48 horas o mas con la IL~1B para observar la
induccion a la expresion de receptores Fc. También contabamos con el antecedente de que el
FcR1 (ahora IL-18) requeria de al menos 4 dias para que las células de médula 6sea de raton
expresaran estos receptores (Calcagno, et al 1982, Fragoso, et al 1985). En cambio en los
trabajos donde no se le atribuye esta actividad, las células sélo fueron expuestas a las
citocinas entre 16 y 24 horas, incluyendo al M-CSF (Arend, et al 1987), lo cual indica que
1 expresar ¢l receptor. Esta

las células no tuvieron el tiempo sufici para fi
aseveracién parece confirmarse en el mismo trabajo (Arend, et al 1987), puesto que las
células de la linea leucémica humana de tipo macrofagico THP1 incubadas por 48 h con la
thIL-1B, se favorecio la expresion de FeyR, fendmeno que los autores no pudieron explicar
porque su objetivo era demostrar que la TL-1 era un modulador negativo de estos

receptores.

No existe un efecto antagonista de la IL-1 sobre la expresion de los FCyR, puesto que en el
cultivo de macréfagos de ratéon por 48 horas en presencia de rhIL-18 mas rmIFNy no se
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observé tal efecto (Flores, et al 1996, datos no publicados). En todo caso el efecto
antagonista reportado por Arend, (Arend, et al 1987), puede ser explicado en base a una
alta tasa de internali iénder T es Fc promovido por la IL-1. De hecho las células NK
tratadas con rhlL-1p muestran una disminucion drastica de los niveles de FcyRIIl en su
membrana plasmitica en tan sélo 8 minutos, y a las 24 h se recuperan los valores normales
(Liao and Simon, 1994).

En relaciéon a las lineas leucémicas de ratdon y humanas, todas fueron inducibles a la
expresion de los FcyR por la rhIl.-18. Lo anterior permite establecer que el efecto de la IL-1
es directo sobre las células macrofagicas y no sobre otro grupo de células y que las lineas
celulares de ratdn, una leucémica promielocitica (WEHI3BA-) y la otra de tipo macrofagica
(WR1I9M.1) (Figura 18), se suman a la M1 como modclos para realizar estudios de
induccion de receptores Fc por citocinas.

Varias lineas leucémicas humanas han sido empleadas para el estudio de la induccion de los
FcyR por citocinas; U-937 y THP1 (de tipo macrofagica) y HL-60 (de tipo promicelocitica).
Nuestro grupo encontrd que la IL-1 induce la expresion de FeyR en la U-937, a pesar de
que algunos autores establecen que ningln factor diferente a IFNy era capaz de inducir este
tipo.de receptores tanto en las células normales como en al lineas leucémi (U-937y
HL.-60) (Erbe, et al 1990).

La modulacion de la expresion de receptores Fe por la rhiL«13 y la rhiL-ia  en células de
* tipo macrofagico tiene mucha relevancia en ¢l contexto inmunologico y principalmente
porque se ha establecido que las células macrofagicas con FeyR tienen mayor capacidad
fagocitica y €sto se correlaciona con su capacidad para activar a los linfocitos T,
responsables de montar 1a respuesta inmune celular y por activacion de los linfocitos B, la
respuesta humoral. En los ratones recién nacidos cuyos macréfagos carecen de los FeyR no
tienen la capacidad de mediar la fagocitosis via FcyR (Starobinas, et al 1994), tampoco
promueven la sintesis de anticuerpos (Argiris, 1968) y son incapaces de activar a los
linfocitos (Lu, et al 1970). En cambio los macréfagos normales después de la fagocitosis
producen algunas citocinas entre ¢llas la 1L-1, 1a cual puede alcanzar una concentracién de
hasta 100 ng por millén de células en tan s6lo 24 horas (Lisi, et al 1987), molécula que es
muy importante para la activacion de la respuesta inmune (ver capitulo de Interleucina-1).
Por otro lado los anti pro ientes del patogeno, después de ser degradados,
son acoplados al complejo mayor de hi patibilidad cl II (MHC-II) y en estas
dici idos por los linfocitos T (Germain and Marguiles, 1993).

sonr
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Los anticuerpos producidos contra el antigeno forman complejos antigeno-anticuerpo,
mismos que son fagocitados por los macrofagos via FeyR, actividad que puede acelerarse
con el suministro de la IL-1 exogena. Asi la IL-1 parece ser promotora del
desencadenamiento de la respuesta inmune a través de los linfocitos, y también asegura que
dos mas efici

los complejos antigeno-anticuerpo scan eli por los macrofagos,

lo cual permite cerrar ¢l circuito inmunolégico “inmunidad natural-inmunidad especifica™
(Figura 22).

La IL-1 podria ser usada en aquellos casos donde la exposicidon a agentes infecciosos sea
continua, como en hospitales o en investigaciones biomédicas, o por aquellos individuos
expuestos a un alto riesgo de infeccidon, como en pacientes inmunodeprimidos o con
cancer (Nakamura, et al 1986). La IL-1 puede ser usada como un agente profilactico,
puesto que sefialan que animales tratados con IL-1 son menos sensibles a los efectos letales
prov: dos por una iny ion de bacterias (Ozaki, et al 1987, Minami, ¢t al 1988). Para su
aplicacion se debe tener en cuenta que produce varios efectos secundarios que pueden
causar la muerte (ver capitulo de Interleucina-1).

En leucemias (M1 a M6) se reporta hasta un 33 % de casos negativas tanto para FcyRI
como para FcyRll, mientras que el FeyRIII fue aun menos frecuente (Ball, et al 1989). Si
consideramos cue los tres tipos de FcyR  estan involucrados en la citotoxicidad celular

de anti po (ver capitulo de Receptores F¢), y al menos el FcyRIIT ha sido
en 1a ind ion de apoptosis (Azzoni, ct al 1995), entonces la ausencia de los
FcyR podria impedir el cierre del circuito inmunolégico en el que participa la 1L-1

PR

Las células de al paci 1 Smi prod IL-1, pero su participacion en la
expresion de los FcyR en estas células se desconoce. Sin embargo, los datos reportados en el
preseme trabajo indican que al menos las células leucémicas de linaje monocito-macrofagos

P ser inducibl di la IL-1, incluso se observé que la presencia de este factor
inhibio el crecimi de las células 1 Emi de tipo promiclociti WEHI3Bd- y de tipo
macroﬁiglca WRI9M.1. La IL-1 inhibe el crecimicnto de algunas células tumorales,

yendo ti y céluias lev i de ratén M1, propiedad que le permitié ser
considerado como un difer: iador (O ki, et al 1985, 1988). En cstc contexto y
conociendo que las enfermedad, lasi no son sencillas de manejar y mucho menos de

climinar, seria interesante evaluar si In IL-1 es capaz de inducir la expresion de FcyR en las
células de estos pacientes. De ser asi  se tendria la esperanza de que estas células puedan
recuperar su capacidad fagocitica y por ende participar en la defensa inmune y proveer una
mejor calidad de vida en estos pacientes.
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Figura 22, la IL-1 se prod desp de la fagocitosis. Esta activa la
] i6n de céluk & prodt de anticuerpo y T
6 la (o] 1 de FcR en macréfagos y estimula la
tagocitosis. Los FeR ivad inducen la liberacién de radicales

libres. Esta P int i6n se ina a la rdpida eliminacién del
patégeno, donde la IL-1 parece ser el ragulador principal. (Red de
interaccién propuesta en base a l0s r y datos bibliogra )
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Final los i con enfermedad i como el lupus eritematoso
sistémico (LES), artritis reumatoide (AR) y esclcrosis multiple (EM), tienen altos niveles de
la IL-1 en el suero. Considerando que la IL-1 es un agente proinflamatorio (ver capitulo de

biliza de la inflamacién en estos pacientes. De hecho se ha

Interl 1 1), se le resp
observado que existe una produccién reducida del antagonista del receptor de la IL-1 (JL-
IRa) y una sintesis normal de la IL-1, incluso se ha observado que la inyeccion del IL-1Ra
idn infl. ia (Ct at, et al 1995). Ademas las citocinas como la IL-4,

abate la r
1L-10 e IL-13 también tienen propiedades anti-inflamatorias y existen ecvidencias que sefialan

que esta actividad es por la produccién del IL-1Ra (Atkins, et al 1992, Chomarat, et al

1995).
En este marco de padecimi 1} la IL-1, como un factor inductor de FcyR,
pucde ser d I para expli la reaccién inflamatoria, ya que es producida por las
células en el sitio de la inflamacién y por quimiotaxis atrae células inflamatorias como
neutrdfilos y monocitos (Colotta, et al 1993). A su vez las células macrofagicas atraidas
pueden ser inducidas a expresar receptores Fc y como consecuencia presenten actividad de
ADCC, o fagocitosis (Wallace, et al 1994), contra componentes dcl propio organismo ya
sean antigenos celulares o componentes de la matriz extracelular. La activacion de los
macréfagos via receptores Fc favorece la produccion y liberacion de radicales libres en el
sitio de la inflamacion con lo que se acentuaria la lesién (Dinarello, 1992). Dentro de la
transduccion de sefales generadas por la activacion del FcyR por su ligando se encuentran
aquellas que desencadenan Ia sintesis de RNAm para algunas citocinas, entre ellas la IL-6,

M-CSF y GM-CSF (van de Winkel, and Capel, 1993, Nishikomori, et al 1995), moléculas
iacion de células de linaje monocito-macréfago

que participan en ia h poyesis y difer
y granulocitos (Sachs and Lotem, 1994). La produccion de citocinas garantiza el suministro
de un mayor nimero de células inflamatorias.

Se ha reportado que las células inflamatorias de algunos pacientes con enfermcdades
autoinmuncs, particularmente los monocitos de pacientes con LES (Frics, ct al 1984,
Boros, et al 1993), asi como en las células de microglia en pacientes con esclerosis maltiple,
tienen incrementados los niveles de FcyR (Ulvestad, ct al 1994) y es probable que hayan sido
es con enfermedades autoi mes

inducidos por la IL-1. Por otro lado, el suero de p
como LES, existen autoanticuerpos contra los tres tipos de FcyR (Boros, et al 1993). La
expresidn incrementada de FcyR en mc i y la pr de anticuerpos contra los
FcyR, son la bi ion ideal para di d. 1a resp inf ia (ver capitulo de
Receptores Fc), ya que la unién de anticuerpo al FcyR provoca la liberacion de diversos
agentes inflamatorios (Wallace, et al 1994).
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La 1L-4 ha sido catalogada como inhibidora de la expresion de los FcyR (Hulett and
Hogarth, 1994), que por cierto puede contribuir para explicar su actividad anti-inflamatoria
(Atkins, et al 1992, Chomarat, et al 1995). L.a IL-4 puede modular ambas actividades sélo
por el hecho de inducir la produccion del IL-1Ra, ya que este antagonista puede bloquear la
actividad de la IL-1 y con ello la expresion de los FcyR, incluso hay datos que sefialan que la
IL-4 inhibe la citotoxicidad de los macréfagos (Oswald, et al 1992), actividad en la que la
participacién de los receptores Fc ¢s imprescindible (ver receptores Fc), por lo quc seria
muy interesante evaluar si ¢l IL-1Ra tiene 1a propicdad de inhibir la expresién de receptores

Fc en este contexto.

Los FcyR pueden tener un papel mas relevante del que por ahora se les atribuye, tanto en ¢!
marco de la respuesta inmune normal como en la anormal. Por lo anterior, la identificacion
de todos los factores que regulan positiva y negativamente su expresion sera fundamental
ion y en el mejor de los casos ser una herramientas para controlar

para tal particip
esta actividad.
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SIGLAS DE USO MAS FRECUENTE EN LA TESIS

aa. Aminoacidos.
Ab. Anticuerpo
ADCC. Citotoxicidad celular dep
Ag-Ab, Comiplejo antigeno-anti
Ag. Antigeno.

c-fms. Receptor del M-CSF.

CFC. Célula formadora de colonias.
CFU-S. Unidad formadora de colonias del bazo.

CR. Receptor de citocina.

CSF. Factor estimulador de colonias.

EPO. Eritropoyetina.

FcyR. Receptor para la fraccion cristalizable (Fc) de la inmunoglobulina G.
FcyRI. Receptor Fey tipo 1.

FcyRI1l. Receptor Fcy tipo Il

FcyRIII. Receptor Fey tipo L

FcRI. Inductor de receptores Fc.

G-CSF. Factor estimulador de colonias de granulocitos.

GM-CSF Factor estimulador de colonias de macr y Bri locito:

h. Humano

HGF. Factor de crecimiento hematopoyético.

iclL-1Ra. IL-1Ra intracelular.

IFNy. Interferon gamma.

IL-Ict. Interleucina-1 alfa

IL-1[3. Interleucina-1 beta

IL-1Ra. Antagonista del receptor de la IL-1.

IL-1RI. Receptor de la IL-1 tipo 1.

IL-1RII. Receptor de la IL-1 tipo II.

IL-2. Interleucina-2. (Existen IL's que vandela ] ala 15),

IL-6. Interleucina-6.

LPS. Lipopolisacarido.

M-.CSF. Factor estimulador de colonias de macréfagos.

m. Raton

Mac I. Macréfagos inducidos a la cavidad peritoneal de raton.

Mac R. Macroéfagos residentes de cavidad peritoneal de ratén.

MC. Medio condicionado.

PDGEF. Factor de crecimiento derivado de plaquetas.
PGE2. Prostaglandina E2.

PHSC. Célula tallo (seminal) h yyética plurip
rh. Proteina recombinante humana

rm. Proteina recombinante de raton

RTK. Receptor de tirosina cinasa.

SCF. Factor de células tallo

TGF. Factor de crecimiento transformante.

TNF. Factor de necrosis tumoral.

di de po.
po.
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