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INTRODUCCION.

El conocimiento profundo de la forma de actuar de una enfermedad es
basica para un buen tratamiento, mas si ese conocimiento se extiende hasta
el estimulo que le desencadena y a los factores que modulan el desarrollo de
la enfermedad, la posibilidad de obtener éptimos resultados en el tratamiento
aumentan. Es pbr ello que la siguiente revisién pretende ofrecer una visién
actualizada y mas profunda sobre las citocinas y su participacion en el
desarrollo de la enfermedad periodontal.

Actualmente e! conocimiento de las citocinas ain es ciertamente
limitado, aunque el desarrollo de la biologia molecular asi como de la
tecnologia de monoclonacién de anticuerpos han avanzado aceleradamente,
lo que ha resultado en una explosidon de investigacion e informacién de

citocinas que apenas comienza a controlarse, dejando esto un aproximado
de 150 citocinas clonadas, solo algunas cuantas han sido investigadas a
fondo; a mayoria de estas moléculas conservan el primer nombre que se les
asigno y que generalmente denota su funcidn o actividad principal al ser
descubiertas. Hasta la fecha no existe una clasificacion confiable para las
citocinas, por lo que se les agrupa de varias maneras, de acuerdo a la
funcion que desempeiian, su estructura 6 inclusive de acuerdo al receptor al

que se unen.




OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Realizar una revisién bibliografica sobre las citocinas que incluya su
estructura, modo de accion y actividades que desempefian, y determinar su
participacion en la etiologia de la enfermedad periodontal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.Elaborar una revision completa sobre la estructura de las citocinas
2.Describir el modo de accién de las citocinas.

3.Describir las actividades que desemperian las citocinas.

4.Determinar el grado de participacion de las citocinas en el desarrolio y
mantenimiento de la enfermedad periodontal.

JUSTIFICACION.

El conocimiento profundo de los factores que median las respuestas -

inmunes (en este caso las respuestas inflamatorias presentes en la
enfermedad periodontal), nos ofrece la posibilidad de desarrollar métodos
que regulen la participacion de estos de la manera mas conveniente para el

mantenimiento de la salud.

[
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ANTECEDENTES HISTORICOS.

En 1932, Rich y Lewis observaron ia migracién de neutréfilos y macrofagos
en cultivos de tejido de tuberculina sintetizada, siendo ellos los primeros en
reportar “la existencia de factores derivados de células que mediaran
actividades bioldgicas. En 1962 Vaughan improvisa una técnica que evalua
la migraciéon de células mononucleares en tubos capilares; en 1965 Bloom y
Bennet utilizan esta técnica para demostrar que los antigenos podian
estimular la- sintesis de linfocitos y producir factores que inhibieran Ila
migracién de macrofagos. Descubrimientos similares a estos continuaron, por
lo que en 1969 se les designd a estos factores como “linfocinas”. En 1974
Gery y trabajadores demuestran que no solo existen factores derivados de
linfocitos y a estos los llama “monocinas”(1,2), a finales de ese mismo afno,
Cohen demuestra que son varias las lineas celulares capaces de liberar esos
factores proponiéndose entonces el nombre de “citocinas”(3).

Las citocinas son polipéptidos o glicoproteinas simples con un peso
molecular aproximado de 30 kDa, con excepcion de la IL-12 que es un
heterodimero. Estas moléculas son sintetizadas por una gran variedad de
células, regulan diversas actividades que van desde mecanismos de defensa
del huésped hasta eventos de reparacion de tejidos, proliferacion y
diferenciacion celular, de igual forma participan en algunas enfermedades de
respuesta autoinmune. Los efectos que regulan las citocinas son propios
mas no especificos y estan determinados por e! receptor al que se unen y

sobre todo la célula blanco sobre la que actian. Su produccién se limita a

estimulos inductores que promueven la sintesis y liberacion de estas
moléculas. Algunas son producidas regularmente en una forma precursora y
antes de ser secretadas son modificadas por adicién de carbohidratos en sus
cadenas laterales por lo que se designan como glicoproteinas; el radio de
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accion de las citocinas es usualmente corto ya que actian de forma

autécerina 6 paracrina (Fig. 1).

Receptor

a) (.__.

citocing s ——

citocina

Fig.1. Se muestran los dos tipos basicos de interaccién célula-citocina.
La estimulaciéon autécrina ocurre cuando una célula posee receptores
para responder a las citocinas que ella misma produce (a). La
estimulacidn paracrina ocurre sobre un diferente tipo celular y de
manera local (b).

Las citocinas actuan asociandose a receptores ubicados en diferentes
células, la estructura de las proteinas receptoras pueden ser simpies o
compuestas, estas proteinas receptoras transducen la sefal al nucleo donde
posteriormente a través de proteinas translocadoras se produce la expresion
del gen en el nacleo (fig.2). El tiempo de vida de estas moléculas después de

ser secretadas es usualmente corto .
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Fig.2.Modelo esencial de accidén de las citocinas. Las citocinas san
secretadas en respuesta a un estimulo inductor. Estas se unen a
receptores especificos sobre la superficie de células blanco,
ocasionando cambios bioquimicos que resultan en la transduccién de
la sefial. Las sefiales son llevadas al nucleo donde inducen la expresiéon
del gen y suceden los efectos biclogicos.

IL-1

Inicialmente la IL-1 era conocida como un factor pirébgeno endégeno,
un producto de leucocito capaz de inducir fiebre cuando era administrado en
animales (4). Su funcién como un regulador inmunolégico, fue sugerido tras
descubrir su actividad como activador de timocitos.

Consiste de tres moléculas distintas aunque relacionadas: IL-1ra,IL-1a
e IL-1p. Las moléculas IL-1a e IL-1B poseen puntos isoeléctricos que las
distinguen (5 y 7). Ambas citocinas son producidas por el hombre y son
codificadas por genes diferentes. En tejidos humanos predomina el RNAm de
IL-1B sobre el de lL-1a. Ambas citocinas son sintetizadas de precursores de

31 kDa, ya en su forma activa son proteinas de 17.5 kDa. (10-13)(fig.3).




IL-1ra es una glicoproteina de 22-26 kDa, que en su forma madura
consta de 152 aminoacidos y posee un 19 a 26 % de secuencia homdloga
aminoacida con IL-1a e IL-1B. Esta molécula inhibe las acciones biolégicas
de IL-1a y B, al competir por los mismos receptores y bloquear la sefal
transduccién. El gen de IL-1Ra se localiza en el brazo largo del cromosoma 2
en la banda g14-21. IL-1Ra es sintetizada ya como una proteina secretada
que contiene una secuencia hidrofobica clasica, y su procesamiento es via el

el aparato de golgi (fig.3).
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Fig.3 La figura muestra la forma en que los miembros de la
familia de IL-1 son sintetizadas a su forma madura tras la accién de la
enzima ICE para IL.-1p, el proceso de miristolacién para la IL-ta y la
accion del aparato de Golgi para IL-1ra.

Existen dos receptores principales para IL-1, ambos pertenecen a la
familia de receptores para inmunoglobulina. El receptor tipo | (IL-1RI) es una
glicoproteina de 80 kDa, que es encontrada principalmente sobre células
endoteliales, hepatocitos, fibroblastos, queratinocitos y linfocitos T. El tipo Il
(IL-1RIl) es una glicoproteina de 68 kDa que se expresa principalmente en
linfocitos B, monocitos y neutréfilos. El receptor tipo | esta asociado
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principalmente a IL-1a y el tipo Il'a IL-1B; aunque cualquier miembro de la
familia de IL-1 puéde unirse-a eljlos. Las regiones extracelulares de ambos
son 28% homoélogas, los dos poseen un segmento transmembranal y el
campo intracelular de IL-1RIl es mas corto. Estos receptores no son capaces
de formar un complejo y el receptor tipo | no es capaz de inducir la sefial en
la transduccion.
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Fig.4. El mecanismo de sefalizacion para IL-1 se basa en una multiple y
secuencial fosforilacion de cinasas y en la formacién de un complejo
receptor formado por el receptor tipo | y Il para iL-1. IL-1ra actia como
un inhibidor competitivo para IL-1.

IL-1 media diversos procesos de defensa del cuerpo, se produce ante
lesiones 6 infecciones y es producida principalmente por: fibroblastos,
queratinocitos, linfocitos T y B, astrositos y células microgliales. IL-1 induce la
produccion de IL-2 por linfocitos T, e induce la expresiéon de su complejo
receptor. Actia también sobre linfocitos B junto con otras citocinas (como IL-



4), para la secrecién‘de inrﬁunb‘globulinas(S); en conjunto‘éoﬁ IL;6 actta
como un factor de diferenciacion de células B.

Se presenta como una de las moléculas primarias en reacciones
inflamatorias, e induce la produccion de prostaglandina E2, colagenasa y
fosfolipasa (6). En la inflamacion incrementa la expresion de moléculas de
adhesion sobre la superficie de células endoteliales, aumentando |a
adherencia de neutréfilos, monocitos y linfocitos. También participa de
manera indirecta en otros procesos, produciendo factores de crecimiento que
actian sobre células hematopoyéticas, fibroblastos, células endoteliales y del
estroma de la médula dsea(7,8). Es ademas, un factor de activacién de
hepatocitos 'y regula la induccion de proteinas por el higado(9).

Esta molecula contribuye en la patofisiologia de la enfermedad
perio’doyr]kt,alﬂya »yqué expresa al gen activador de la colagenasa, enzima que
provdéa%ié'deg‘r‘adacién de la colagena y por ende de la encia y ligamento
periodontal. k

IL-2

Originalmente ft;e descrita como una molécula producida por un medio
de linfocito humano estimulado con un antigeno 6 mitogeno , el cual elevaba
la mitogénesis de timocitos y mantenia el crecimiento de células T in vitro(14-
17).

El DNA complementario de IL-2 ha sido clonado de varias superficies
celulares humanas y el gen de IL-2 se localiza en el cromosoma 4(18). Esta
citocina consta de 133 aminoacidos y tiene varios sitios de ligado O-sacéarido.
Grandes cantidades de IL-2 recombinada humana han sido producidas en
bacterias, levaduras, insectos y células cultivadas de tejido mamifero. IL-2 ha
sido cristalizada y analizada por difraccion de rayos X (19,20), esta contiene
seis segmentos cortos helicoides y un puente disulfuro es formado por
residuos de cisteina en las posiciones 58 y 105. El primero, segundo y quinto
segmento helicoidal contienen los residuos que interactuan con el receptor.




Fig.5. Estructura propuesta para IL-2, tras el estudio por difraccién de
rayos X.

El receptor para [IL-2 consta de 3 subunidades de ligado, a,B y v, las
cuales combinan de forma variada y de ello depende el grado de afinidad del
complejo receptor. La subunidad a liga por si misma a IL-2 pero con un
grado bajo de afinidad, ademas por si sola no conduce la sefal de
transduccion. La porcién B sola, posee un grado de afinidad bajo, mas
cuando se asocia con la porcion o logran un complejo de alta afinidad. La
porcién y por su parte no posee grado alguno de afinidad aparente cuando
actia sola. La asociacion de las 3 unidades liga a 1L.-2 con un grado maximo
de afinidad, sugiriendo de esta manera que las 3 sub-unidades son
importantes para determinar el grado de afinidad de union con IL-2. Las
respuestas inducidas por IL-2 sobre células T, B y asesinas naturales (NK),
se inician con la unidon de IL-2 al complejo receptor IL-2Rafy, la sefalizacion
es transmitida principalmente por las cadenas B y v, y utiliza el sistema JAK-
STAT. Las unidades JAK (janus cinasas) 1 y 3 se fosforilan y se activan para



actuar sobre las STATs que seran las encargadas de translocarse al nicleo y
expresar al gen. Las STATs qué participan en la sefializacién de IL-'2 son la
1, 3y5. ’VEXiétéh'f'adérhéé'otras"vias de sefializacién representadas en la
figura 6, c'o'md Ié :Vid de'las proteinas map-cinasas que mediante proteinas
de’ bajo peso molecular regulan entre otras respuestas la expresion de c-fos
v - jun .

~-1L-2

membrana

JAK1 ) |
*@

@

I

\ =
nucleo

c-fos

— 5 cjun
c-myc

Fig 6. Modelo de las distintas vias de transduccion de IL-2. La
estimulacién del RIL-2 por el ligando activa varias vias: la activacion del
Ras-cinasa de la cinasa de MAP (MAPKK)-cinasa MAP(MAPK) lleva a la
expresion de los genes c-fos y c-jun , la activacién de la proteina SyK a
la expresion del gen c-myc. Se desconoce la funcién de las proteinas
JAKS en la induccidn de los protooncogenes.

IL-2 es secretada principalmente por linfocitos T auxiliares (TH), y
causa la proliferacion de estas células; aumenta ademas la secrecién de

linfocinas y la manifestacion de receptores de membrana para algunos
factores de crecimiento; también induce la expresion de las moléculas de
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histocompatibilidad clase " Il. IL-2 es utilizada principalmente en Ia
inmunoterapia del céncer y enfermedades infecciosas.

iL-3
Esta cnocma fue‘ estudlada en un principio bajo varios nombres: factor
estimulante iR péréistente ', (PSF)(21), factor de crecimiento de
mastocutos(MCGF)(22-24), factor de crecimiento de células
hematopoyetlcas(25), estimulador activo de C-FUS(26), factor inductor de
Thy-1(27) . como un factor que estimula la produccnon de eritrocitos en
presencia de.eritropoyetina (28) y por su accuon e_stlmuladora de colonias

celulares multiples de médula ésea in vitro .

El gen de IL-3 se localiza“en: eI cromosoma 5 humano muy
cerca del gen para GM-CSF (factor estlmulante de colomas de mastocitos y
granulocitos.) IL-3 consta de 166 ammoécndos y .contiene 4 sitios de N-
glicosilacion. Un puente dlsulfuro entre ia custelna 43 y 106 estabiliza la
estructura terciaria de esta molécula. Esta citocina ha sido investigada en
tejido mamife‘ro,f‘levyadty.lras y bacterias para caracterizar sus actividades
biologicas(29). - .

IL-3es encontrada en células auxiliares T, ademas activa el
crecimiento y diferenciacion de células hematopoyéticas pluripotenciales,
obténiendﬁo asj diversos tipos celulares sanguineos, incluyendo: macréfagos,
kbgranulocnos megacariocitos, eritrocitos, eosinoéfilos y mastocitos (30). IL-3
acta sinergisticamente con G-CSF (factor estimulante de colonias de
granulocitos) para aumentar la formacién de colonias de neutréfilos; también
IL-S mantiene la proliferacién de blastocitos los cuales retardan el desarrollo
’de‘ colonias multiples, manteniendo asi la multipotencial poblacion
prdgenitora.

' IL-3 se liga a un receptor heterodimérico que comparte algunas
- cadenas pertenecientes a la familia de receptores de hemapoyetina. El

receptor para IL-3 se compone de las sub-unidades a y B, la sub-unidad «




pesa 70 kDa y es una proteina transmembranal que liga a IL-3 con un grado
bajo de afinidad. La sub-unidad B pesa 125 kDa y se le determiné fc, ya que

interactua con distintos complejos receptores para citocina.

IL—3 Receptor

I
[
w
b
Q

@0 MR

Fig.7. El esquema muestra la estructura del complejo receptor para IL-3
el cual esta compuesto de una cadena a que es especifica paraiL-3y la
cadena 3 que comparte con otros complejos receptores para citocina.

IL-4
Originalmente recibié nombres diversos como factor reemplazante de
células T, factor de crecimiento de ceélulas B, factor de diferenciaciéon de
células B, etc. Hasta que a causa de sus multiples funciones se propuso el
nombre de IL-4.
IL-4 consta de 140 amino&cidos residuales y tiene dos sitios para N-
. ‘:':g’liéésilaéirbn,El gen de esta interleucina se localiza en el cromosoma 5(34).




El receptor para IL-4 es una glicoproteina de 140kDa que se compone de
800 aminoacidos con un campo extracelular de 207 aminoacidos que
contiene 4 cisteinas conservadas y una caja WSXWS ( 2 motivos), un campo
transmembranal de 24 aminoacidos y una gran porcion intracelular de 569
aminoacidos. La estructura de este receptor es multimérica ya que consiste
de 3 especies moleculares de pesos diversos, 140, 70-75 y 65 kDa.
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Fig.8.La unién de IL-4 a su receptor solo se da cuando esté se
encuentra dimerizado con la cadena comun receptora y. Después de
esta interaccién, la tirosina cinasa asociada al receptor se activa y
fosforila los residuos de tirosina, logrando asi la interaccion de JAK1y
JAK3 al complejo receptor(1). La proteina IRS-2 interactia con el
receptor y es también fosforilada(2).Monoméros de STAT6 se unen
también al complejo(2').El IRS-2 fosforilado permite la unién de la sub-
unidad fosfoinositol-3 cinasa (PI-3 cinasa) e induce su activacion(3). El
STAT6 es fosforilado por JAK1 permitiendo su dimerizacién y liberacién
de la cadena receptora(3’). El IRS-2 fosforifado puede interactiar con
otras proteinas SH2 del dominio(4). La translocacién de los dimeros de
STATS6 al nucleo resultara en la activacion de los genes reguladores de
IL-4(5). El complejo IRS-2-PI-3 cinasa es liberado del complejo receptor
para transducir la sefial de IL-4(5).
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L4 aqjtﬁa_‘ sobre células B induciendo la secrecién de g,
principalme‘nteljla lgE (32,35,36); ademas induce Ia expresion de moléculas
de 'histoco‘rﬁbétibi‘ndad clase 11(31,37). IL-4 inhibe la diferenciacion y
proliferacién de células B dependientes de IL-2(42). Los efectos de esta
citocina. sobre células B son antagonizados por IFNy(38-41). Algunos
linfocitos T son dependientes de IL-4 para su crecimiento(43). También
produce el crecimiento de mastocitos (33) y actia sinergisticamente con
factores estimuladores de colonias, para promover el desarrollo de células
hematopoyéticas(44).Incrementa la habilidad de los macréfagos en la
presentéci()n del antigeno a linfocitos T (45).1L-4 estimula también la fusion
de macréfagos alveolares y médula 6sea para formacioén de células gigantes
multinucleadas(46), estas células se asocian a lesiones granulomatosas y
son Hlamadas células gigantes de Langhans.

iL-5
Inicialmente fue descrita como un factor que reemplazaba linfocitos T
in vitro , por lo que era llamado factor reemplazante de células T (TRF)(47-
48). Es una citocina que consiste de 134 aminoacidos y que posee dos sitios
para N-glicosilacién(49-50), existe como un dimero ligado por un puente
disulfuro. El gen para IL-5 se localiza en el cromosoma 5 (34)




IL~5 Racapta-

Fig.9. El receptor para IL-§ es una molécula compuesta de 2 sub-
unidades, este complejo comparte la cadena 3 con IL-3 y su cadena a
es especifica para IL-5.

Fxtracellular

Intraceliular

Fig.10. Esquema que muestra las diferentes vias de sefalizacién
para IL-5, IL-3 y el factor de estimulacién de colonias de granulocitos y
macréfagos.
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Las vias de activacion de IL-5 pueden ser dos: la via JAK-STAT y la
via ras. El evento da inicio cuando IL-5 se liga a su receptor,; induciendo la
dimerizacion de este y activando la cascada de sefalizacion. La activacion
de la via JAK-STAT se logra tras la fosforilacion de la tirosina, que activa a
las Janus cinasas (JAKs) las cuales a su vez fosforilaran a las proteinas
citoplasmaticas pertenecientes a los factores de transcripcion de la familia
STAT (60,69,70), estas proteinas (STATS) entonces se translocaran al
nutcleo y se ligaran al gen que codificara las proteinas. Esta via se manifiesta
principalmente a través de la sub-unidad « y es la principal via de activacion
utilizada por eosindfilos (54,55). Aparte de la via JAK-STAT, IL-5 activa a
otras cinasas pertenecientes a la via ras (56).Dos especies de cinasas lyn
son fosforiladas y activadas por IL-5 y se encuentran relacionadas a la sub-
unidad B de! receptor, el producto de proto-oncogene vav y el fosfoinositol-3
cinasa (Pi-3K). El producto resultante de esta accién P-GTP, se liga entonces
al ras y a través del MAPK-cinasa, se transloca al nucleo, donde un factor de
transcripcion aun no identificado (TF) se ligara al gen.

IL-5 codifica no solo actividades sobre células B, también lo hace
sobre IL-4 induciendo fa produccién de IgE y la expresion de CD23 sobre
células B. También induce la proliferaciéon de precursores de eosinofilos y su
activacién. Algunos estudios in vitro han demostrado que actia también
. directamente en la liberacion de histamina y la profiferacion de baséfilos(57).
_IL-5 es producida principalmente por células T.

IL-6
IL-6 junto con IL-1, son el mejor ejemplo de una citocina mediadora de
diversas respuestas del huésped y reguladora de multiples tipos celulares. La
primera definicion de esta interleucina fue simplemente como una proteina
de 26 kDa sin funciones biolégicas aparentes. Poco después se descubrid un
factor de crecimiento caracteristico para células B transformadas y estudios
sobre la regulacion de anticuerpos vy la diferenciacién terminal de células B
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llevaron a la identificacion de un producto de células T soluble el cual inducia
la producciéon de anticuerpos por células B(58-60). Después se reconocio
que estas 'm§lé¢uiés' eran idénticas a la proteina 26 kDa producida por
fibroblastos ﬁurﬁanos y se le designé como [L-6. La proteina madura de IL-6
consta de 183 a 185 aminoacidos y tiene dos sitios para N-glicosilacion y

varios para O-glicosilacién.

Fig. 11. La estructura de la IL-6.

IL-6 posee un complejo receptor que se compone de una proteina de
80 kDa que es especifico para él y una glicoproteina de 130 kDa la cual es
requerida para la sefial de transduccién. La estructura del receptor de dos
cadenas es similar a muchas otras citocinas. En la sefializacién de IL-6, la
familia de tirosinas cinasas JAK participan. Se activa esta via tras la
asociacion de IL-6 al receptor el cual recluta a JAK que por fosforilacion
activa a la proteina STAT3 que se transloca al nticleo para la expresion del

gen. -
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' hematopoyetlcos “aumenta o

IL-6 no solo es producida por una gran variedad de células entre las
que destacan los linfocitos T, macréfagos y fibroblastos, sino que también
participa enla regulacron de’varios tipos celulares. IL-6 puede estimular el
crec:mlento de ‘colonlas hematopoyetlcas compuestas de granulocitos y

macrofagos(61 tamble en comblnac:on con otros factores recombinantes

odlf ca la respuesta de estos mismos. Esta

molecula es un potent ‘d-é dlferenuacson cuando se afiade a ciertas
lineas celulares en la leucemia m:elonde IL-6 actua ademas como un factor
ocuto': T en diferentes etapas, y en linfocitos T
»e,lL—2(62 63).

7

El descubnmlento y caractenzac;on de IL-7 se basé en estudios

de diferenciacion de l|

maduros activa la pro

previos en medula osea .con: 'el ﬁn de entender las etapas tempranas de
hematopoyesis . De un factor de crec:mlento que fue aislado de células SV40
transformadas del estroma , se clono el DNA complementario de la IL-7(64).

Diversos estudios posteriores mostraron que la superficie mas abundante

que contenia el RNAmM de IL-7, eran las cé&lulas epiteliales del timo (65).

AuUn cuando IL-7 fue descrita solo como un factor productor de células
pre-B de médula dsea, también es un importante factor de equilibrio para
células tempranas T. Aparentemente esta citocina es inactiva en células B
maduras. El hecho de que IL-7 sea localizada en el timo sugiere que esta
puede estimular el crecimiento de timocitos sin ayuda de otros factores u
agentes, ademas de que puede ser un factor de crecimiento para la
poblacién mas inmadura de timocitos.

El receptor para IL-7 consiste de 2 sub-unidades, IL-7Ra y la cadena

comun y, que se designoé de esa forma debido a que es componente de otros

. receptores para citocina, como de IL-2, IL-4, IL-9 e IL-15. Ambas cadenas

son requeridas para la unién de alta afinidad de IL-7. El gen para IL-7Ra se
localiza en el cromosoma 5p13(67). Este complejo receptor es miembro de la
familia de receptores para citocinas hematopoyéticos, esta familia se



caracteriza por tener residuos de cisteina extracelulares conservadas, un
motivo Trp-Ser-X-Trp-Ser en el dominio extracelular y la ausencia de
actividad lntrmseca tlrosma cmasa(66)

Las JAK tlrosmas cunasas 1y 3, proveen una via de transduccion al
nucleo a traves de Ia.fosfonlac:on y activacion de los STATs, que se

translocan‘ al ntc 0y realizan - la transcripciéon ligandose al elemento
especnf‘co del DNA IkL-7 utiliza a los STAT 1, 3 y 5(68,69,71). Otra via de
transduccnon conocuda de IL-7 utiliza preferentemente la cadena « y utiliza a

‘tlrosmas cinasas como p59fyn y la proteina transiocadora p13-cinasa(70).

IL-TRx
motivo TSXTS

STAT 1,3.5.

nucteo

Fig.12. Modelo de la interaccidon y sefializacion de IL-7.
IL-8

Es una citocina con efectos similares a las sustancias quimiotacticas
conocidas, como la anafilotoxina C5q derivada del plasma, la leucotrina B4 y
los péptidos bacteriales o sintéticos formil-metionil; por esta razén IL-8 es
conocida también como la proteina neutrofilo activadora (NAP-1). Al ser
descubierta fue Ilamada factor quimiotactico neutrofilo derivado de monocito
(MANCF). Una larga lista de citocinas con propiedades quimiotacticas han
sido descubiertas, todas con similaridad estructural a IL-8, por ello fueron
llamadas en conjunto quimiocinas. La caracteristica principal de esta familia
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de proteinas pro-inflamatorias es la conservacion de cuatro residuos de
cisteina, basicas para la conservacion de su estructura terciaria. El gen para
las quimiocinas se localiza en los cromosomas 4 y 17. Las quimiocinas
activan y atraen a neutréfilos y a distintas poblaciones de leucocitos.

IL-8 es una molécula de entre 6 a 10 kDa que es estable al calor y
resistente a pH extremo. La proteina no posee sitios para N-glicosilacion y
consta de 72 a 77 aminoacidos, presenta una regiéon N-terminal hidrofébica y
dos puentes disulfuro, la molécula es un dimero segun el estudio
tridimensional. Consta de 4 exones y 3 intrones y su gen se localiza en el
cromosoma 4.

Interleucina 8 es liberada por diversas células, incluyendo leucocitos,
fibroblastos, células endoteliales, epiteliales, condorcitos,etc. IL-8 puede ser
liberada tras estimulos con productos bacteriales (principalmente
lipopolisacaridos) 6 mitdgenos y en respuesta a citocinas primarias como IL-1
6 TNF.

IL-8 estimula la migracion dirigida principalmente de neutréfilos y de
leucocitos, también inhibe la produccién de IgE .

IL-9

‘Fue descubierta en 1990 y en principio fue llamada factor de
crecimiento de células T Il (TCGF-I1ll) .Es una glicoproteina de 30-40 kDa y
es producida principalmente por linfocitos auxiliares 2 (TH2). Actia sobre
células del sistema inmune y hematopoyético. Su gen se localiza en el
cromosoma 5(72) en las regiones 5q31-> q35 y consta de § exones y 4
intrones(73). Su receptor se relaciona a la familia de los receptores
hematopoyéticos, consiste en una glicoproteina de 64 kDa y contiene 468
aminoacidos con dos regiones hidrofébicas para la sefal péptida y el campo
transmembranal. El campo extracelular tiene 233 aminoacidos y 6 residuos
de cisteina. Para la transcripcion de la sefal de IL-9, el gen promotor
contiene sitios potenciales para el reconocimiento de varios factores de



transcripcion TPA-inducible como AP-1 y AP-2, los cuales proveen una base

estructural para la expresion de IL-9.

IL-9R yc
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Fig. 12. Modelo de sefalizaciéon y expresién de actividades biolégicas
inducidas por IL-9

Se han descrito varias actividades a IL-9 sobre progenitores
hematopoyéticos, células T, By timocitos, lo que sugiere que interactua con
muchas otras citocinas y que participa en respuestas celulares de mastocitos
y la oncogénesis de células T. IL-9 actia sinergisticamente con IL-3 en la
proliferacion de mastocitos derivados de médula 6sea, en comparia de IL-4
inducen la produccién de IgG1 e IgE de células B. IL-9 auxilia en la formacion

' “de ‘colonias de eritrocitos en presencia de eritropoyetina, utilizando

progenitores de sangre periférica 6 médula 6sea. En contraste, la formacion
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de colonias de macréofagos & granulocitos no fue influenciada por IL-9,
sugiriendo que su actividad en el sistema hematopoyético adulto, es como
regulador especifico de eritropoyesis.
iL-10
Originalmente fue nombrada como un factor inhibitorio de sintesis de
citocina, después de analisis mmunoquimlcos y bnoqu:mvcos se concluyé'
y nombre de interleucina 10.

que se trataba de una nueva citocina y se Ie d
Es una molécula de 35 kDa y es u |mero no disulfuro. Posee

nula glicosilacion y plerde su actlwda nte a'pH 5.5, tiene cuatro

cisteinas y 5 exones que ocupan-5. oma Su gen se localiza en el

cromosoma 1. . “ e
Eil receptor para-IL-10 le. 570 aminoacidos y el campo

transmembranal y extfacé_lm‘éf tienen‘sg‘pr"él 220 aminoacidos.

nterlédcina 10, especialmente las auxiliares

prbducen también IL-10, especielmente en

Varias célu'IaS'T‘pvfdduce
1y2(TH1y TH2) Las celulas
presencia del vnrus del Epstem Barr Los macréfagos producen cantidades
substanciales de IL-1O ademas de los queratinocitos.

IL-10:actda como un debll antiviral en respuestas inmunes. Inhibe la
smtesus de vanas cntocmas principalmente: IL-1, GM-CSF, TNF, IL-6, IL-8,
lL-10 e lL-12. IL~10 inhibe la actividad citotoxica de los macréfagos. También
vbqu'qu'éva'la induccion de [L-12 que promueve la proliferacion de algunas
Iinéas de células T, principalmente evita la proliferacion de células T
auxil‘iares 1 (TH1), en contraste, IL-10 estimula la proliferacion de células
éuxiliares 2, actuando en sinergismo con IL-2 e IL-4. En resumen, |L-10
puede inhibir el desarrollo de respuestas inmunes mediadas por células
auxiliares 1 6 en contra de patégenos intracelulares, aunque cabe mencionar
que posee un potencial terapéutico en la inhibicion de respuestas
autoinmunes mediadas por células.

22




iL-11

Esta proteina consta de 199 aminoacidos incluyendo una seiial
péptida de 21 aminoacidos. Tiene un peso molecular de 23 kDa. El gen de
IL-11 tiene 7 kb de largo, posee 5 exones y 4 intrones y se localiza en el
brazo largo del cromosoma 19(74,75). La regién 5§ de este gén contiene
multiples -elementos implicados en la regulacién de la transcripcion,
incluyehdo sitios para la proteina activadora 1 (AP-1) y el factor nuclear -
kB(NFkB)(76). Aun cuando [L-11 comparte muchas actividades bioldgicas
con lL-6, no existe homologia secuencial con ella u otras citocinas conocidas,
a nivel de nucledtidos 6 aminoacidos.

IL-11 se expresa en diversos tipos celulares y tejidos que incluyen:
células endoteliales, fibroblastos, condrocitos, sinoviocitos, osteoblastos,
células epiteliales, neuronas, etc(77-79). Dependiendo del tipo celular, la
expresion de la IL-11 puede ser regulada a nivel transcripcional 6 post-
transcripcional(76). Citocinas pro-inflamatorias pueden causar la induccion de
IL-11, las cuales son: IL-1 y TNF, ademas de los estéres de forbol el acido
retinoico y |a histamina(80). )

IL-11 se liga a una unidad receptora a exclusiva. Esta unidad media la
sefial de transduccion de IL-11 a través de GP 130, que es una proteina
identificada como parte del complejo receptor de IL-6. La unidad receptora
consta de un campo extracelular caracteristico de la familia de receptores
hematopoyéticos, tiene dos sitios potenciales para N-glicosilacion, una
porciéon transmembranal y un corto campo citoplasmatico(81). Cuando esta
unidad receptora se expresa en ausencia de GP 130 liga a IL-11 con un
grado bajo de afinidad, por lo que la interaccion con GP 130 la convierte en
una unidad receptora con alto grado de afinidad, inclusive, la co-expresion de
IL-11Ra y GP 130 es requerida para la induccién de la seilal de
transduccion.

IL-11 puede incrementar el crecimiento de diversas lineas celulares
hematopoyéticas, esto en contribucién con otras citocinas, incluyendo: [L-3,
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GM- CSF G-CSF, IL-4 e IL 12 En general los efectos de IL-11 son similares
a los . de IL-6,es por ello que IL-11 es un potente estimulador de
megacanomtopoyesrs Junto con IL-6(82) Esta citocina posee también
efectos mudltiples ajenos al sistema hematopoyetlco, incrementa la
generacion de osteoclastos, promoviendo la resorcion o6sea(83) e inhibiendo
también su formacion. La expresion de IL-11 en condorcitos y sinoviocitos,
estimula la produccién de un tejido inhibidor de metaloproteasas, siendo
posible que en lesiones inflamatorias de las capsulas tenga un efecto
protectivo(78). La presencia de RNAmM de IL-11 en neuronas , sugiere una
posible participacién de IL-11 en el crecimiento y diferenciacion de células
progenitoras neuronales(84). Otras accidnes adicionadas a IL-11 son: la
inhibicién de la adipogéhesis al impedir la formacion de adipocitos; la
supresidn del crecimiento de células epiteliales gastrointestinales y su
participacion en la fase aguda de la sintesis de proteinas de los

hepatocitos(85).

IL-12
Originalmente fue identificada como un factor de maduracién de
linfocitos citotéxicos y también como un factor de estimulaciéon de células
asesinas por dos grupos de investigadores. Al ser clonadas y obtener las

 caracteristicas de estos factores, llegaron a la conclusion de que se trataba
de la misma molécula y el nombre de IL-12 se le propuso(86-88).

[L-12 es un citocina de 75 kDa que esta formada por dos
subunidades, una de 40 kDa y otra de 35 kDa, las cuales se unen por un
puente disulfuro, de tal manera que es una molécula heterodimérica. Genes
distintos codifican a cada subunidad y se necesita de la expresion de ambos
en la misma célula para obtener la forma biolégicamente activa. La
subunidad p40 madura es un polipéptido de 328 aminoacidos e incluye un
caracteristico péptido hidrofdbico y un sitio de ruptura precedida por la
secuencia terminal-N, contiene ademas 10 residuos de cisteina(89,91) . La




subunidad p35 es un polipéptido de 253 aminoacidos, 7 residuos de cisteina
y 3 sitios para glicosilacion, posee también un péptido hidrofébico y un sitio
de ruptura. El gen para la subunidad p40 se localiza en el cromosoma 5q31-
q33, mientras que el gen para la subunidad p35 se localiza en el cromosoma
3p12-3913.2(90).

La induccion de IL-12 ha sido investigada tanto para cada subunidad
como para la molécula heterodimera. Las células B producen la molécula
biolégicamente activa p70. Tras la estimulacion de estas células con
diésteres de forbol hubo secrecion de la sub-unidad p40, no se detectd
produccion alguna de la subunidad p35. En células periféricas sanguineas
los niveles de secrecion de IL-12 fueron bajos. Ninguna citocina fue capaz de
inducir la secrecion de IL-12. Todos esos datos sugieren que los principales
productores de IL-12 sbn los macréfagos y las células B y que esta
interleucina participa en eI desarrollo de la respuesta inmune temprana.

El receptor de, IL-12 se compone de dos subunidades, la 81y B2, la
union de las subumdades de IL-12 se da preferentemente de p40 con IL-
12RB1 y ‘de p35 on IL—12R132(92) Aparentemente la sefalizacion esta

.. mediada por |a sub,unvl_dad B2. La via de senalizacién de IL-12 comienza con

la unién de esta a su féceptor lo que provoca la fosforilacion de p56ick, de
‘las cinasas janus TYK2 y JAK2 y de los transductores de la sefal y
activadores de transcripcion STAT3 y 4 que expresaran al gen en el nicleo.

25



e eXpi’eSa el receptor para IgE(100,101). También prolifera a céluias B y es un

. con IL-4(102)., aunque difiere en algunas ya que IL-4 suprime la secrecion de

IL-12 Heterodimero

p40
p3s

IL-12Rp1 [\(IL-IZRBZ

i

[gsokk JAK2 | CELULA

Tyk;

| —
v

[STAT3, STAT4]

_|

Fig.13. Modelo que representa a la unica citocina compuesta por dos
subunidades, su receptor y su via de sefalizacién.

IL-12 induce la proliferacion de células asesinas naturales (NK)(93,94),
también hace proliferar otras lineas celulares T e incrementa su citotoxicidad.

Ademas es un potente inductor de IFN y en menor cantidad de TNF(95-97).

iIL-13
Originalmente fue designada como P600(98,99) y es producida
principalmente por células T activadas. Es secretada principalmente como
k una proteina no glicosilada de 132 aminoacidos y su gen se localiza en el
cromosoma 5(100).
‘ IL-13 induce cambios en la morfologia de los monocitos y en el
fffeyhot}ipo de células B y monocitos, regula la expresion de MHC clase Il, y

regulador de la sintesis de IgE. Esta citocina comparte muchas actividades

IFN e IL-13 la incrementa. Interleucina 13 incrementa la produccién de IL-1ra
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y deprime la produccién de 6xido nitrico por macréfagos, ejerciendo de esta
manera una actividad anti-inflamatoria. Ademés en accion combinada con IL-
2 regula la smtesus de lFN-y (104) En resumen IL-13 es una molécula
is Ia y en smerglsmo El receptor para IL-13 es

altamente plelotropma por‘

similar al de IL-4 y parten la cadena comun v¥(103)

IL-15 fue descublerta por. la snmllltud de actividades que la relacionan
con IL-2 ademas de que comparte algunas cadenas del complejo receptor
de IL-2 (Ia By v). La mayoria de lasﬁacttvndades compartidas son in vitro, y el
hecho de que sus receptores posean cadenas especificas o para cada una,
sugiere que estas citocinas poseen actividades distintas in vivo.

IL-15 es una proteina de 162 aminoacidos, contiene 4 residuos
de cisteina los cuales forman dos puentes disulfuro en las posiciones Cys-
35-Cys-85 y Cys-42-Cys-88. La estructura de IL-15 es de tipo helicoidal(105).
El gen para IL-15 se localiza en la zona cromosomal 4q31(106), contiene 8
exones y 7 intrones y mide 34 kb.

Esta citocina utiliza las subunidades B y y del receptor de {L-2(107),
para formar un complejo receptor eficiente, este complejo es de alta afinidad
y contiene una subunidad especifica designada como IL-15Ra. En
~comparacion, esta sub-unidad IL-15Ra, muestra mayor afinidad de ligando
que la porcién especifica de IL-2R, en ausencia de las sub-unidades Byy. La
estructura de IL-15Ra se compone de un campo extracelular de 173
aminoacidos, un campo transmembranal de 21 aminoacidos y un campo
citoplasmatico de 37 aminoacidos(108). IL-15Ra es necesaria para el ligado.
de alta finidad de IL-15, mas no para la sefalizacion, para ello, es posible
que IL-15 utilice las mismas vias que IL-2, esto es, inducir la fosforilacion de
tirosina de JAK1 y JAK3 (janus kinasa) y causar la induccion rapida de los
complejos ligados al DNA que contienen las sefiales de transduccion y a los
activadores de la transcripcion (STAT3 y STATS5)(109). Existe también un
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receptor extra para IL-15 , que solo se expresa en mastocitos y en donde [L-
16 causa la proliferacién de estas células y que se ha désignado como IL-
15R-X. Este receptor se expresa de manera |ndepend|ente y utlllza una via
diferente de sefializacion (JAK2 y STATS). l N

La presencna de RNAmM de IL-15 en varios tedeOS y celulas y lav
produccnon incrementada ante diversos estimulos, sugieren que esta cntocma
desarrolla un papel protectivo en las respuestas inmunes. La apancuon de IL-
15 en infecciones tempranas, contribuye al reclutamiento y activacién de
células inflamatorias como neutrofilos, asesinas naturales (NK) y células
T(110). La IL-15 derivada de células del estroma, sirve como un factor de
supervivencia para células T activadas en sangre. Algunos estudios sugieren
que interleucina 15 participa como un factor de diferenciacion de células
asesinas naturales (NK), y la produccion en grandes cantidades de IL-15 por
macroéfagos sinoviales y fibroblastos, contribuye a la patogénesis de la artritis
reumatoide.

IL-16

Fue descrita origihalmenfe como un factor quimiotactico de linfocitos
(LCF), por su accion: quihiotéctica sobre células T tipo CD4+. Esta
interleucina es Unica en shs caracteristicas, estructura y funcién. Es una
sialoproteina de 14-17kDa y multimeriza dentro de los homotetrameros
cationicos(111). El gen codificador de IL-16 se localiza en el cromosoma
15q26.7, lejos de areas de citocinas ya conocidas. La forma activa consta de
130 aminoacidos, y se convierte en una proteina tetramérica de 50-60kDa.

El Gnico receptor conocido para [IL-16 es la molécula CD4, a través de
la cual transmite sus sefiales funcionales, por lo que IL-16 es dependiente de
CD4. De lo poco conocido con respecto a este receptor y el evento de
sefalizacion, se sabe que la interaccidn de este complejo resulta en eventos
de transduccion asociados a fosfolipasa.
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Fig.14. Senalizacion de IL.-16 en unién a su unico receptor conocido:
cDA4.

La IL-16 es secretada por linfocitos T CD8+ y CD4+(112), que la
liberan en respuesta a la estimulacidn con histamina a través de los

receptores H2 6 por serotonina a través de receptores tipo $2(113); asi como
también por estimulacion con antigenos 6 mitdgenos. Otras células capaces
de liberar IL-16 son: eosinéfilos, células epiteliales bronquiales, mastocitos y
fibroblastos de tejido conectivo(114). El tratamiento de fibroblastos cultivados
con citocinas pro-inflamatorias, resulté en la liberacién de IL-16 y otras

sustancias quimioatrayentes, logrando la atraccion de células CD4+ al sitio
! de inflamacioén. IL-16 es un potente factor quimiotactico para células T CD4+
_y. eosindfilos, ademas de que también compite como un factor de crecimiento
para células T CD4+. También induce la expresién de los receptores para IL-
2 y en monaocitos elevan la expresion de la molécula de histocompatibilidad

clase I, similar en magnitud a el IFN-y pero independiente(115).
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IL-17
IL-17 es derivada de células T y actia en una gran variedad de
células. Es una glicoproteina de 155 aminoacidos y la célula T CD4+ es la
principal secretora de IL-17, ademas de las células estromales de varios
tejidcs, el factor estimulante de  colonias de granulocitos (G-CSF), y
'; pfbsta”glaﬁdina E2. Cuando esta citocina sinergiza con el TNF 6 el IFNy,

e mducen Ia ‘secrecion de IL-17 por: sinoviocitos. IL-17 y TNF inducén la
produccuon de GM-CSF por fi fbroblastos sinoviales(116). La lnduccmn de IL-

"7"‘17 a. f'broblastos. incrementa la habilidad de estos para‘sustentar el
,cremmlento de progenitores  hematopoyéticos de CD34 ( su-
: madurac:on preferencial a los neutréfilos(116). La hablladad de IL-17 _para
Emducnr la secreciéon de IL-6, IL-8 y PGE2, le sugiere un rol pro-mﬂamatono
_sobre reacciones inflamatorias dependientes de células T. Tamblen ‘puede

'<|ndumr la produccién de citocinas hematopoyéticas como IL-6 IL-8 y G-CSF,
_ teniendo asi, una actividad hematopoyética indirecta. "_' :
- ‘El receptor para IL-17 no posee secuencia similar con ningﬁn otro receptor
conocido para citocinas. Es una proteina transmembranal larga de 864
aminoacidos, incluyendo una terminal N-péptida con un sitio clavado
después del aminoacido 31, seguido por un dominio extracelular de 291
aminoacidos, un dominio transmembranal de 21 aminoacidos y un tallo
citoplasmatico de 521 aminoacidos. La proteina receptora de IL-17 posee
una masa molecular de 97.8 kDa(117). Posee también 12 residuos de
cisteina en el campo extracelular en posiciones relativas no caracteristicos
de receptores miembros de la familia de inmunoglobulinas, y debido al targo
tallo citoplasmatico no tiene secuencia homdloga con ningdn otro receptor
conocido para tirosina-cinasa.
iL-18

Originalmente fue identificado como un factor capaz de inducir la

- produccion del IFN-y en el ratéon con shock endotdxico (118). Al ser clonada
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se descubrié que posee un precursor inactivo de 192 aminoacidos(119) con
un 12 % de homologia secuencial con IL-1a e IL-1B3(120); la enzima
convertidora de IL-1B (ICE), la cual procesa al precursor inactivo de dicha
proteina, mostré también actividad sobre el precursor de IL-18.

‘ El" gen para IL-18 se localiza en el cromosoma 11 Q22.2-22.3,
cercanamente localizado a la familia de IL-1. La forma activa de IL-18, es una
molécula :de '22.‘3 kDa y consta de 157 aminoacidos. Esta citocina juega un
papel ‘importante en la iniciacion de la respuesta inmune y parece ser
responsable en parte de la patogénesis del shock séptico y de las lesiones
tisulares que ocurren durante la inflamacion.

Resultados recientes detectaron la presencia de RNAm de IL-8 en
pancreas, rifion, misculo esqueletal, higado, pulmones y células sanguineas
humanas, aunque elio no indica que IL-18 sea producida en su forma activa
por estos 6rganos. Células que si han mostrado la produccion de IL-18 activa
incluyen a: queratinocitos, osteoblastos, células epiteliales del intestino
delgado y glandulas adrenales, de estas uitimas se demostré que en la fase
aguda del “stress” estas glandulas inducen la expresion de 1L-18(121).

Hasta el momento no existe informacién aparente sobre la naturaleza
y distribucion de los receptores para IL-18. Al parecer estos receptores solo
se expresan sobre células T, B y asesinas naturales, y su gen se localiza en
el cromosoma 2 q13-21.

IL-18 actia sobre células T y células asesinas induciendo la
produccion de IFN-y(122), también estimula la proliferacion de células T e
incrementa la actividad de las células asesinas; ademas incrementa la
produccion de IL-2, GM-CSF y células auxiliares 1 in vitro.

En vista de las mlitiples funciones inmunoregulatorias que se
atribuyen a IL-18, es posible que esta se encuentre envuelta en respuestas
inmunes antimicrobiales e inclusive promueva respuestas inmunes

antitumorales.

31



INTERFERONES.

Los interferones fueron los primeros miembros descubiertos de la
familia de proteinas conocidas como citocinas y son moléculas que
interfieren en la replicacion de virus, de ahi el nombre(123). Aunque fueron
descubiertas como agentes antivirales, los interferones poseen otras
funciones bioldgicas. Actualmente se dividen en dos tipos:

a) La familia tipo | que incluye a los interferones o, B, 0y t.
b) La familia tipo Il que corresponde al IFN-y.
Los miembros de la familia | estan relacionados estructuralmente y su gen se

localiza en el brazo corto del cromosoma 9, estos genes no contienen ningdn

intron. Entre el IFN-a y B, existe solo un 25- 30% de secuenCIa homologa a

nivel de amlnoac1dos(124) La protema madura de 3

166 aminoacidos, IFN- B por su parte consta ‘de 166 e I‘
ammoacndos cada uno. IFN-a contiene cuatro cnstemas que forman dos
. puentes disulfuro, uno de los cuales es lndlspensable paré Ilevar a cabo sus

actividades biolégicas(125,126), esta es una protema no gllcosuada IFN-B

por su parte posee un sitio N-glicosilado 'y tiene un puente disulfuro

intramolecular(127), su estructura es de tipo terciario y;iposee cinco o

hélices(128,129). ‘

El gen para la familia tipo ll, se I_bqaliza enel ‘crorhos‘oma humano 12y
contiene 3 intrones y 4 exones. El IFN-y funciona como un dimero(130) y
contiene 146 aminoacidos, dos sitios para N-glicosilacion y no contiene
cisteinas.

La via de transduccion de los interferones es llamada JAK-STAT(131-
v133), el uso de esta via, reduce la actividad intrinseca de la tirosina cinasa.

' Los receptores son activados tras la union del estimulo a ellos, también se
activan los JAK, que median a la fosforilaciéon de la tirosina y activan a la
proteina transcriptora STAT (transductor de la sefal y activador de la
transcripcion) (134,135). Estas proteinas se trasladan al nacleo para formar
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el complejo activo de transcripcion ligado al gen, que contiene la secuencia
especifica cis- acting, que es Illamado ISRE (elemento de respuesta
estimulado por intefférréh).fﬁ 31). Los interferones a y B, utilizan a ISRE como
su cis-acting regular, por su parte el interferén v, utiliza a ISRE u otros cis-
elementos distihtosréo}ﬁb éon : la molécula de histocompatibilidad clase Il
(MHCII), el sitio de activacion GAS 6 el gen GBP el cual contiene tanto a
GAS como a ISRE.

Los interferones tipo | y tipo li, se unen a receptores diferentes los
cuales pertenecen a la clase Il de receptores para citocinas(136,137). Los
receptores para la familia tipo | tiene al menos dos cadenas, estas proteinas
no tienen actividad intrinseca tirosina-cinasa, aunque su campo intracelular
se asocia a una proteina especifica de este tipo(131,138,139). El receptor
para la familia tipo Il (IFN-y), es un heterodimero que posee dos proteinas
transmembranales (140,141). Dos tirosinas cinasas diferentes se unen al
campo intracelulyayr de iambas subunidades. Las dos cadenas del receptor
para IFN-y son codificados por genes distintos ubicados en el cromosoma 6 y
21, o
‘ La actividad principal de los interferones es la defensa del huésped
contra infécciones virales y parasitarias. También actian como reguladores
del crecimiento y diferenciacion celular (142). Poseen ademas efectos
‘antitumorales en algunas lineas celulares de este tipo, por ejemplo, el IFN-a
es utilizado en el tratamiento de la leucemia y el sarcoma de Kapossi(142), el
IFN-B se utiliza para el tratamiento de la esclerosis muitiple (143); el IFN-y
por su parte, es utilizado en el tratamiento de enfermedades cronico
granulomatosas(144). Estas citocinas actian también sobre el sistema
inmune, activando a monocitos, macrofagos, células T citotoxicas y células
asesinas naturales (NK). También modula la sintesis de inmunoglobulinas, la
expresion del gen de la molécula de histocompatibilidad clase | y ll, y codifica
a las proteinas que contribuyen a la potenciacion del sistema inmune.
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Algunos lFNs poseen actividades especificas, por ejemplo, el IFN-y induce
los antigenos de la molécula de histocompatibilidad clase II(MHC-Il) a
macréfagos activados.

TGF-B

TGF es. el prototipo de una familia de citocinas que se encuentran

relacionfédyés pdr siete residuos de cisteina que les caracterizan. Esta familia
pkosee' tal vez, la mayor cantidad de funciones, regulando procesos de
diferenciaéién y crecimiento celular, formacién de hueso, patogénesis de
enfermedades diversas, carcinogénesis € inflamacion.
' TGF-3 es codificada por una proteina precursora de 390-442
aminodcidos dque es procesada proteoliticamente por la furina, una
endoproteasa(145). TGF-f existe como un homo u heterodimero de 25 kDa,
de 112 aminoacidos y posee un puente disulfuro. Posee 3 isoformas, TGF-
B1, TGF-B2 y TGF-B3. Son codificadas por genes Unicos localizados en
cromosomas diferentes, 19913, 1g41 y 14924 respectivamente. Todos
poseen la misma cantidad de intrones y exones, 6 y 7. Curiosamente, la
localizacion de todos estos genes corresponden a sitios identificados
importantes para la enfermedad del Alzheimer.

La regulaciéon de la expresion de TGF-B1 es mediada por proteinas
promotoras tales como SP-1, AP-1, los cuales promueven la inducciéon de
TGF-p1, asi como su induccidn oncogénica, activando genes jun y fos. Los
promotores para TGF-B2 y 3 son distintos, cada una se caracteriza por la
presencia de una caja TATA que marca el sitio de inicio de transcripcién y un
elemento de respuesta cAMP proximal, CRE/ATF tienen fuertes influencias
de transcripcién via el ligado del factor de transcripciéon ATF-1(146).

Practicamente cualquier célula puede ser estimulada para la secrecion
de TGF-B. En la mayoria de las células y tejidos, la isoforma predominante es
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la TGF-B1, ya que generalmente TGF-p2 y TGF-B3 se mantienen mas a nivel
de proteinas. L

Los receptores para esta molecula se dlstlnguen de todos los demas
receptores para citocinas por su especnf cadad para‘la fosfonlacsén en serina
6 treonina, mas que los re5|duos de t|rosma(147) Estos complejos

receptores son heterotetraméricos, ,pue onsusten' 'de dos receptores
diferentes estructural y func:onalmente ‘La 'S allz cuon de Ias tres isoformas
F -ll‘ y el TGFBR-lI 6 ALK-

5(receptor cinasa activador). La V|a basuca de senallzac:on para esta citocina

de TGF-B, son mediadas por el receptor

utiliza a factores SMAD. La acttvacton del receptor ocurre cuando TGF-B
induce la asociacién de ambos receptores (tipo | y ll), estos poseen una
broteina cinasa con actividad serina/treonina en el dominio intracelular, el
receptor tipo Il entonces fosforila el dominio GS que activa al receptor tipo |
que catalizara la fosforilaciéon del R-SMAD (receptor-regulador de SMAD),
esta accion incrementa la afinidad d~e R-SMAD por Co-SMAD (compariero de
SMAD) y forman un complejo que resulta en su libre movimiento hacia el
nidcleo y permite la asociacibn competente con los activadores
transcripcionales.
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Fig.15. Modelo basico de serializacion de TGF-f3

En funcion de que cualquier tipo celular expresa receptores para TGF-
B, sus actividades son extensas(148,149). La cualidad que le distingue de las
demas citocinas, es su habilidad para limitar el crecimiento de células
epiteliales, endoteliales y hematopoyéticas. También regula la funcion
diferenciada de células inmunes, suprimiendo la activacion de células T y la
secreciéon de anticuerpos por células B. Posee ademas efectos
quimiotacticos, control en la diferenciacidon celular, apoptosis y la produccién
de matriz extracelular. Tal vez su accidon mas importante es sobre células
mesenquimales, donde sus efectos de regulacion del crecimiento son menos
evidentes, incrementando asi la expresiéon de proteinas extracelulares, la
supresion de proteasas y la induccion de inhibidores para proteasa. Tedas
estas funciones, la colocan como una de las principales mediadoras de
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enfermedades fibroticas, carcinogénesis, enfermedades autoinmunes vy
parasitarias.
TNF
Este factor fue descubierto en 1975, y se le identificé como un factor
derivado de macréfago capaz de necrotizar tumores en el ratén. La familia de
TNF mcIuye aI “TNF-a y a la linfotoxina o y B, que anteriormente eran
conocndas como el TNF-B. Esta familia de citocinas comparte algunas

éactlwdadesfblologlcas aunque poseen receptores diferentes y regulacion

'leferent ’del gen de transcripcién.
o EI TNF es en un principio una pro-hormona compuesta de 233
_ammoacndos al ser liberada de la superficie membranal es un monémero de
17 kDa compuesto por 157 aminoacidos. El gen para TNF se localiza en el
. brazo corto del cromosoma 6 y consta de 4 exones de los cuales uno posee
mas del 75% de la secuencia aminoacida en la proteina madura (150,151).
TNF media sus efectos bioldgicos interactuando con dos receptores
relacionados llamados TNF-R1 y TNF-R2, la masa molecular de estos es de
60 y 80 kDa respectivamente; sus campos extracelulares contienen varias
areas relacionadas y los campos citoplasmaticos son distintos (152-154).
Existen dos proteinas que participan en la conduccion temprana de la sefal
de TNF ( proteinas asociadas al receptor ) conocidas como TRAF-1 y TRAF-
2. La activacion del receptor para TNF, resulta en cascadas secundarias de
senalizacién que pueden incluir a prostaglandinas, leucotrienos, calicio,
ceramidas y tirosinas-cinasas. La respuesta mas comun de sefial
transduccion para TNF, es la translocacion del factor de transcripcién NF-xB
al nudcleo (155,156), donde entonces se promueve la transcripcién de otras
CItocmas
Los macréfagos son la superficie principal de TNF, aunque varios tipos
' celulares mas pueden producirla en su forma activa. E! principal estimulo
““inductor de TNF son las endotoxinas bacteriales (LPS), aunque otros
" estimulos endégenos y exdgenos también pueden inducirla, inclusive el

37




stress. Algunas citocinas pueden estimular la produccién de TNF, por
ejemplo, IL-1, GM-CSF y el TNF por si mismo.

TNF actia como un mediador patolégico en una gran cantidad de
drganos y sistemas, ademds, durante su proceso de accién, activa a
mediadores secundarios, que al trabajar en conjunto aumentan su toxicidad.
Esta citocina puede actuar tanto localmente como sistémicamente y en fases
agudas y crénicas. También posee efectos inflamatorios y de destruccion
tisular,' pues activa a enzimas caracteristicas de estos padecimientos (
ycolagenasas y proteasas )(157-159), ademas de estimular a otras citocinas
pro-inflamatorias que producen la liberacion de 6xido nitrico (NO) y radicales
libres de perdxido.

La linfotoxina-a es una glicoproteina de 25 kDa que consta de 205
aminoacidos, tiene sitios para N-glicosilacién y su estructura biolégicamente
activa es un homotrimero, que puede ligarse a ambos receptores para TNF.
Esta citocina es secretada principalmente por linfocitos activados T, B y
asesinas naturales (NK) (160,162). Puede ser inducida por estimulos
= diversos .como mitégenos, productos bacteriales, antigenos especificos e
: ,‘ infecciones virales. Posee actividades muitiples, incluyendo: la activacién del
e crecimiento de fibroblastos, destruye diversas lineas celulares tumorales,

<" induce la fragmentacion del DNA y activa la expresion de diversos genes, por

' ejemplo, el de la molécula de histocompatibilidad (MHC) y el de adhesion
molecular (160-162). Linfotoxina-a actia también como un factor de
crecimiento para células B (163) y como un factor activador de
osteoclastos(164).

Linfotoxina-p es una proteina que posee un dominio citoplasmico corto
tipo N-terminal y un dominio transmembranal de 30 aminoacidos, posee sitio
para N-glicosilacién y una masa molecular de 33 kDa(160,162). Poco es lo

que se conoce sobre esta citocina.
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FACTORES ESTIMULADORES DE COLONIAS.
Existen tres factores estimuladores de colonias:
1. M-CSF. Factor estimulante de colonias de macréfagos.
2. G-CSF. Factor estimulante de colonias de granulocitos.
3. GM-CSF. Factor estimulante de colonias de granulocitos vy

macrofagos.

M-CSF

La forma nativa de M-CSF es un dimero de 45 a 70 kDa. Se han
localizado al menos dos acido ribonucleico mensajero (RNAm) diferentes
para M-CSF, aunque son expresados por un gen comun. La glicosilacion y el
procesamiento de las formas nativas de M-CSF, resulta en al menos en dos
glicoproteinas, una de 35 a 45 kDa y otra de 20 a 25 kDa, estas proteinas
constan de entre 554 y 256 aminoacidos respectivamente.

Esta molécula se liga a una clase sencilla de receptores que se
expresan principalmnte sobre macréfagos maduros y sus precursores en
médula 6sea(174-177). Se demostré que este receptor es producto de un
protooncogene ( c-fms ).

El ligado de M-CSF a su receptor, activa la cinasa receptora llevando
a la autofosforilacion del receptor sobre la tirosina (178-180)," la
internalizacién y degradacién del complejo receptor, y la fosforilacion de
proteinas celulares.(175,181,182).

M-CSF es producida por células mesenquimatosas, incluyendo células
de la médula Osea, fibroblastos y células endoteliales (165,170,171). La
estimulacion de estas células con esteres de forbol, GM-CSF, interferén-y 6
TNF«, resultan en la produccion de esta citocina (172,173).

M-CSF estimula la proliferacion de monocitos, macrofagos y sus
progenitores de la médula 6sea (165). También estimula la expresion del
RNAmM del factor 4 de plaquetas en megacariocitos, sugiriendo una accién
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posible en la produccién de plaquetas (167). Ademas puede actuar de
manera combinada con otros factores de crecimiento hematopoyético, IL-3,
GM;CSF, G-CSF,. M-CSF, afecta la funcion de los monocitos y macréfagos
maduros.'incrementando la produccion de IL-1, factor necrético tumoral
(TNF), G-CSF e interferén; ademas potencia la liberacién de prostaglandinas
Y metabolitos de oxigeno biocidal(166,168,169).

G-CSF

El DNA complementario de G-CSF fue aislado de lineas celulares de
carcinomas y es una glicoproteina de 18,6 kDa que posee 174 aminodcidos y
dos puentes disulfuro que estabilizan a la molécula.

El receptor para G-CSF es una subunidad sencilla de 150 kDa(187) de
alta afinidad, es un polipéptido de 812 aminoacidos. Posee un corto campo
trans-membranal y el campo citoplasmatico es similar al del receptor para IL-
4, el campo extracelular consiste de 601 aminoacidos. :

Las endotoxinas son el principal estimulo que eleva la’ produccnon de
G-CSF por macréfagos, células endoteliales y fi fbroblastos (185, 186)

G-CSF basicamente sustenta la formacién de colonias de granulocitos
(neutréfilos en un 90%), asi como de eritrocitos, células adherentes y
linfocitos T (183,184).

GM-CSF

Es una molécula de 127 aminoacidos que posee dos sitios para
glicosilacion y su gen se localiza en el cromosoma 5. Su receptor es un
polipéptido de 84 kDa. Para la accion de esta molécula sobre la célula
blanco, GM-CSF, se liga a su receptor estimulando la fosforilacion especifica-
serina de una proteina citosdlica de 68 kDa y también de una proteina
membranal de 68 kDa, asi como también la fosforilacion tirosina-especifica
) devuha proteina membranal de 90 kDa (200).
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GM-CSF es producida por un gran rango de tipos celulares,
destacando a células T, células epiteliales y fibroblastos (195-197). La
est'im'ulracié‘n de las células productoras de GM-CSF con IL-1, TNFa y
Iipopolisacéridbs (kLPS). inducen la expresion de esta citocina(198,199).

Esté‘j.facto_r estimula la proliferacion y diferenciacion de células
progenitqrés fde"grénulocitos y macréfagos (188), aunque ya se ha
demostrado qﬁe tarﬁbién estimula a células progenitoras de eosindfilos y
megacariocitos (189,190). También puede actuar de manera sinérgica, por
ejemplo, en combinacién con eritropoyetina (Epo), estimula a células
progenitoras de eritrocitos, con IL-3 estimula el desarrollo maximo de
colonias de eritrocitos, megacariocitos y eosinéfilos. GM-CSF también actua
en la actividad funcional de células maduras, por ejemplo, inhibe la migracion
de neutrdfilos e incrementa su actividad en la fagocitosis de bacterias y
parasitos (191,192), posee efectos similares sobre monocitos y macréfagos,
estimulaﬁdo su citotoxicidad y habilidad para matar parasitos (193,194).

EL PAPEL DE LOS COMPONENTES BACTERIANOS EN EL
DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL.

El desarrollo de la enfermedad periodontal inducida por
microorganismos esta acompafiada por las acumulacién de células
inflamatorias y por cambios en la composicion del tejido conectivo (201).
Conforme la enfermedad progresa el infiltrado inflamatorio inicialmente
dominado por linfocitos y otras células mononucleares es gradualmente
convertido en una poblacién rica en células plasmaticas que infiltra en un
gran porcentaje al tejido gingival. Lo que con lleva a la pérdida del 60 al 70%
de las fibras de colagena, no existe hasta el momento la caracterizaciéon de
una molécula exclusiva que prediga la destruccion de tejidos pero entre los
candidatos mas probables se encuentran la citocinas.

1



blancos de accion se encuentran los fibroblastos gingivales, linfocitos y

monocitos.

Citocinas y periodontitis.

Las citocinas se descubrieron en el contexto de la investigacion en los
mecanismos de pirogénesis e inmunologia celular. La primera molécula
proinflamatoria en ser descubierta fue la interleucina-1 ( llamado también
pirégeno endogeno o factor activador de linfocitos LAF). Existen reportes que
sefialan que IL-1 e IL-6 se encuentran en le fluido cervicular de pacientes
con periodontitis. Estas citocinas se presentan como prdteina y transcritos en
tejidos inflamados.

Por otra parte algunos autores sefialan que otras citocinas como IL-4,
IL-5; IFNy y TGFB también se presentan en la encia inflamada . No se sabe

- hasta este momento si la neutralizaciéon de las citocinas tuviera un efecto

- 'U,te'rapé‘utico, solamente sera cuestion de tiempo para tener disponible esta

" informacion.
Entre las cuestiones importantes se encuentran:
» ¢Cual es la naturaleza del estimulo?
> ¢ Cuadl es la naturaleza del entramado de citocinas que expresan
pacientes con enfermedad periodontal?

Componentes de bacterias no periodontopatégenas que inducen

citocinas. “
En la udltima década ha comenzado a dilucidarse cuales son los

componentes bacterianos que son capaces de estimular la sintesis de
citocinas. Actualmente existe una importante y creciente participacion de
investigadores que se encuentran trabajando en este campo. De los
microorganismos que inducen la sintesis de citocinas se agrupan en
bacterias: a) Gram-positivos; b) Gram-negativos; c) Gram-postivos y Gram-
negativos (Tabla 1)
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Tabla 1. Factores Bacterianos capaces de estimular la sintesis de
citocinas.

Componentes de Bacterias Gram-positivas
Proteina A
Acido lipoteico
Superantigenos de Staphylococcus
Lipoarabinomanano
Componentes de Bacterias Gram-negativas.
Lipopolisacarido
Lipido A
Proteinas asociadas a Lipido A
Proteinas de la membrana externa
Porinas.

Otros componentes de Ia pared celular.
Proteinas de la superficie celular
Fimbria y pili
Lipopéptidos.

Lipoproteinas
Muramil-dipéptido
Peptidoglican
Polisacaridos
Otros componentes o productos bacterianos.
Toxinas
Proteasas
Superantigenos.




Componentes de Bacterias Gram-positivas.

Existen algunas referencias que muestran que la proteina A, acido

lipoteico, lipoarabinomanano y una proteina micobacterial que inducen en

monocitos IL-1a, TNF, IL-6 y algunas otras citocinas que se resumen en la

tabla 2.

Tabla 2. Componentes de Bacterias Gram-positivas que inducen

Citocinas.
Componente Célula Blanco Citocina Referencia
producida
Proteina A Monocito IL-1a, IL-4, IL-6, 215
TNFa, IFN vy
Acido lipoteicoico. Monocito IL-1B, IL-6, IL-8, 216-218
‘ TNFa
Lipoarabinomanano Monaocito iL-1a, IL-1B, IL- 219,220
6, IL-8, IL-10,
GM-CSF, TNFa
Proteina micobacterina Monocito TNFa 221

58kDa
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Fig.16. Estructura de la pared celular de una bacteria gram-positiva.
PEP. Peptidoglicano. LTA. Acido lipoteicoico. SAP. Proteina asociada a
la superficie. TA. Acido teicoico. SAC. Carbohidrato asociado a la
superficie.

Componentes de Bacterias Gram-negativas que inducen citocinas.

Los principales componentes de las bacterias gram-negativas que
inducen citocinas son los lipopolisacaridos y el lipido A. Las citocinas
inducidas por LPS y el lipido A se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Componentes de bacterias gram- negativas como inductores |
de citocinas. ‘
COMPONENTE CELULA CITOCINA REFERENCIA.
BLANCO PRODUCIDA J
LAP Monocitos IL-1B 222
Poro Monocitos IL-1, IL-4, IL-6, IL-8 | 223-225
Proteinas de la | Macrofagos | TNF, IL-6 226
membrana externa
Lipoproteinas Macrofagos | TNFo , 227
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Fig.17. Estructura de la pared celular de una bacteria gram-negativa.PL.
fosfolipido. PP. Proteina periplasmica. LAP. Proteina asociada al lipido
A. LPS. Lipopolisacarido. OMP. Proteina exterior a la membrana. SAC.
Carbohidrato asociado a la superficie. SAP. Proteina asociada a la
superficio.

Constituyentes de productos de secreciéon de otras bacterias gram-
positivas y gram-negativas.
Diversos componentes de la envoltura de bacterias gram-negativas y

positivas ha demostrado que inducen la sintesis de citocinas. Los
investigadores han tendido a enfocarse en los componentes de la cubierta
como agentes inductores de citocinas. Estudios recientes han demostrado
que exotoxinas bacterianas también presentan esta habilidad. Uno de los
mas potentes estimuladores de la sintesis de citocinas pro-inflamatorias es la
pneumolisina de Streptococcus pneumoniae. A la concentracién de 3 pg/mi,
esta toxina puede estimular a los monocitos humanos a producir tanto IL-10
y TNF Zcuando se trata con 10 pg/ml de pneumolisina se produce el 50% de
la respuesta maxima (228)
Componentes que inducen citocinas en bacterias periodontopatégenas.
Se ha demostrado que otros componehtes ademas de los LPS son
potentes inductores de de la sintesis de citocinas. Algunas toxinas
bacterianas como la pneumolisina que mencionamos en lineas anteriores asi
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como la toxina B de Clostridium difficile son fuertes inductores de citosina
(228,229).
gingipains obtenidas de Porphyromonas gihgivalis, que son unas proteasas,

Recientemente se han descrito las proteinas denominadas

con la capacidad de inducir la sintesis de citocinas.

Lipopolisacaridos.

La capacidad de los LPS de bacterias periodontopatégenas en inducir
la sintesis de citocina ha sido ampliamente reportado. Los LPS mas
ampliamente estudiados corresponden a los de Porphyromonas gingivalis,
Actinobacillus actinomycetemcomintans,
Prevotella intermedia. (Tabla 4)

Fusobacterium

nucleatum y

Tabla 4. Inducciodn de citocinas por bacterias periodontopatogénicas.

LPS Célula blanco Citocina Referencia.
producida
P. gingivalis Monocito IL-1, TNF 230,231
P. gingivalis Macréfagos IL-1, TNF
P. intermedia Monocito IL-1B8 232,233
P.intermedia Fibroblastos IL-1a, IL-1B, | 234.235
gingivales IL-6, IL-8
humanos
A.actinomycetemcomitans | Monocitos IL-1, TNF 232,236-238
A.actinomycetemcomitans | Macréfagos IL-1a,  IL-1B, | 239
TNFa
A.actinomycetemcomitans | Fibroblastos IL-1B, IL-6 235
gingivales ‘
humanos -
Fusobacterium nucleatum | Macrofagos IL-1 240,241
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El mecanismo mediante el cual los LPS inducen la sintesis de
citocinas no se conoce claramente pero diversas evidencias indican que se
efectta a través de la asociacién de los LPS con receptores de las
membranas como la proteina CD14 o el grupo de receptores Toll. La
asociacion del lipopolisacarido con los receptores activa senales de
transduccién intracelular que conducen a la sintesis de citocinas.

LLPS de Porphyromonas gingivalis.
Monocitos y macréfagos.

Hanzawa (230) demostré que los LPS obtenidos de esta bacteria
inducian la liberacion de IL-1 desde concentraciones de 10 ug/ml. Sin
embargo células mononucleares periféricas responden a los LPS desde
dosis de 0.1 ng/ml lo que conlleva a la sintesis de 1L-1 (242)

Posteriormente Mc Farlane (236) demostré que las células
monociticas de sangre periférica humana provenientes de pacientes con
periodontitis liberan mas IL-1a y TNFp que aquellos pacientes libres de
periodontitis. Asi mismo Garrison (232) mostré que se presentaba un efecto
sinérgico cuando se estimulaba también con IFNy.

Shaphira ('231) reportd que los LPS inducian la liberacién de TNFa de
manera dosis dependiente de 0.1 a 100 ng/ml. La respuesta es similar
cuando se trata con LPS obtenidos de E.coli.

Otras citocinas producidas por monocitos en respuesta a 0.5 ng/mi de
LPS de P. gingivalis incluyen al receptor antagonista de IL-1, IL-8, GM-CSF y
IFNy (243) El receptor antagonista de IL-1 bloquea la asociacién de IL-1 a su
receptor y de esta forma bloquea sus actividades biolégicas. En cuanto a la
sintesis de IL-1B y TNFa el LPS de P. gingivalis es menos efectivo que de los
obtenidos de E.coli.
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Fibroblastos.

Takada (235) fue el primero en demostrar que IL-a e IL-B se liberan en
respuesta a 10 pug/ml del LPS de Porphyromonas gingivalis y a dosis de 0.1
ng/ml induce la expresion de IL-18 y a la concentracion de 1 ug/ml induce la
expresion de IL-6. e IL-8. Asi mismo se liberan otras proteinas como la
proteina quemoatractante de monocitos ( MCP-1) de manera dosis
dependiente y desde dosis de 0.1 ng/mi de tratamiento con LPS.

Otros componentes de bacterias periodontopatégenas que liberan
citocinas.
Polisacaridos:

Takahashi (244) reportd que polisacaridos obtenidos de A.
actinomycetemcomitans inducen la expresion de IL-1 en macrofagos en un
rango de 12.5 a 10 ug/ml, ademas polimixina B no presentaba ningin efecto
sobre la liberacion de IL-1. El polisacarido del serotipo b que contiene L-
ramosa y D- fucosa es mas potente que el obtenido de los serotipos a y ¢.
Por otra parte la de-acetilacion de 6-deoxi-D-talosa y 6-deoxi-L-talosa de los
serotipos a y ¢ incrementan las sintesis de IL-1 en macréfagos.

Subsecuentemente Naito (245) report6 que una preparacién de
polisacaridos estables al calor obtenidos de autoclavear P. gingivalis son
capaces de estimular la sintesis de IL-1 en monocitos.

Nishthara (246) reporté que ta porcion polisacarida del LPS de A.
Actinomicetemconitans no tenia efecto en la sintesis de IL-1 en macréfagos
Fibroblastos gingivales humanos.

Hirose (247) fue el primero en demostrar que la fimbria de P. gingivalis
(1 ug/ml) induce la sintesis de una proteina denominada factor activador de
timocitos asi como de IL-4, IL-6 y TNFa. Por otra parte preparaciones del
material asociado a la superficie es un potente inductor de IL-6 en dosis
desde 10 ng/ml y la actividad de esto compuesto desparecia al tratar con
tripsina lo que confirmaba la naturaleza proteinica de este compuesto (248).
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Induccidén de citocinas en monocitos y macréfagos.

La fimbria de P. gingivalis estimula la liberacion de IL-6 y TNFa en
monocitos a dosis de 5 ug/mi (249). Posteriormente Murakami reportd que la
fraccion de fimbrias de 42 kDa estimula la acumulacion de mRNA de TNFa y -
esta induccidn es inhibida por el pretratamiento con 'N-acetil-D-
galactosamina.

Hanazawa (250) mostré que las fimbrias inducen de manera dosis
dependiente IL-1B en macréfagos y en monocitos de IL-8.

k En otros reportes Ogawa (249) reporté la fimbria induce IL-8 en
monocitos. Estas fimbrias también presentan actividad en inducir resorcion
dsea en raton de manera dosis dependiente ( 0.5 — 4 pg/ml) (251). Ensayos

" de northern-blot muestran que la transcripcion de IL-1B, GM-CSF y la

resorcidn es reducida por la presencia de anticuerpos anti-lIL13 o GM-CSF.

Hanasawa (252) encontré que la fimbria a la cocentracién de 1 ug/mil
induce las expresion del factor quemoatractante en macréfagos.
Proteinas de Prevotella intermedia.

Matsushita (253) encontré que una proteina de superficie de 55 kDa
estimula iLa, ILB, TNFqa, IL-6 y IL-8 en monocitos. La potencia y eficacia fue
similar a la de los LPS de ese organismo. Los fibroblastos gingivales
humanos responden a concentraciones mas elevadas ( 100 pg/ml) y
solamente estimulan la liberacion de IL-1f y IL-6. Reiddi (248) reporté que
extractos salinos libres de LPS inducen la liberacion de IL-6 en moncitos. La
actividad inductora de citocinas fue significativamente disminuida al tratar la
muestra con tripsina.

Shenker (254), en extractos sonicados de P. intermedia ( a 25 ug/ ml)

reduce la produccion de IL-2 en monocitos.
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Proteinas de Actinobacillus actinomicetemcomintans.

Estudios de miscroscopia electronica revelan que A.
actinomycetemcomitans liberan material de la superficie sin afectar la
integridad de la bacteria a este material se le denomina material asociado a
la superficie (SAM).

SAM esta formado en un 70% por proteina, esta moiécula induce la
sinteis de IL-6 en fibroblastos gingivales y en monocitos induce IL-1, TNF y

-1L-6 (238). La sintesis de IL-6 requiere de la transcripcion previa de IL-1 y
" TNF,

.. Actinobacillus actinomycetemcomitans.

i Woolverton (255) encontrd que un polimero de la pared celular libre de

' 'LPS es capaz de estimular la sintesis de IL-1 es esplenocitos a dosis de 30

rhg/ml. Una fraccion libre de proteinas estimula también la sintesis de IL-1 e

i /IL-4 en estas células, por otra parte una fraccion de 50 kDA presenta

' B actividad en la sintesis de IL4. La preparacion de pared celular libre de LPS
- consiste basicamente de peptidoglucanos, carbohidratos y proteinas.
: 'l__in,derman y Economou (256) reportaron que células integras son capaces

" de inducir 1a sintesis de IL-1 y TNF en monocitos.

' Kiruta-Ochiai (257) inyectaron ratones con extractos sonicados de A.
Actinomycetemcomitans y obtuvieron linfocitos provenientes del bazo.
Cuando estas células fueron estimuladas con concanavalina A, la liberacion
de IL-2 diminuydé en un 70% en comparacion a los controles ( al control se le
inyecto buffer de fosfatos salino) y la maxima inhibiciéon se presentd después
de 2 dias de la inyectar el extracto. En lo que se refiere a la liberacion de IL-
6 disminuyd en un 65% y la maxima disminucion se presentd a los 8 dias de
inyectar a los ratones. Es importante mencionar que estas citocinas actian
sobre los linfocitos B, estas células participan en la secrecion de anticuerpos
y posiblemente la disminucién en la concentracion de estas citocinas
repercute en la imnunosupresion de los ratones.
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Fusobacterium nucleatum.

La estimutacién con F. Nucleatum conduce a la sintesis y Iiberacién de
IL-1 en monocitos de 10 sujetos periodontalmente sanos (258). Sin embargo
la actividad de IL-1 se detecté en los sobrenadantes de 6 individuos, .
mientras que los otros cuatro |nd|v1duos mostraron una actlwdad lnhlbltorla

EFECTO DE LAS CITOCINAS EN EL PARODONTO.

De todas las‘ citocinas que liberan en respuesta al tratamiento con

dlversos componentes de microorganismos periodontopatégenos solo la IL-1

ha sido mas ampllamente caracterizada.
~ Con el propdsito de localizar una molécula que sirva como un

,marcador en el desarrollo de la enfermedad periodontal se han realizado
_ . diversas determinaciones mediante ensayos de ELISA en fluido cervicular en

sitios no inflamados y con inflamacién. Kabashima (202) encontré un factor,
en el fluido cervicular de pacientes con periodontitis, parecido a IL-1 capaz
de inducir la proliferacion celular de timocitos. El factor fue neutralizado con
anticuerpos anti-IL1. Por otra parte se ha determinado que el muestreo
repetido en los sitios inflamados ocasiona un aumento en la sintesis de IL-1
posiblemente por la gran permeabilidad vascular y sensibilidad en los tejidos

B dafiados. (203,204).y la secrecion de interleucina varia de acuerdo al tipo de

periodontitis (Tabla 5).
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Tabla 5 Concentracion de IL-1 en el fluido cervicular de pacientes con

periodontitis.

Estatus Interleucina Concentracién Referencia
periodontal ( ng /ml)
Peridodontitis de
severa a
moderada IL-18 131 —843 205
Control sano IL-1B . 35— 141
Periodontitis del : .
adulto w1p | o.11-288° | 206
Control sano |‘|_-:1‘p ¥ 66 »

Periodontitis _del T 207

adulto. L1 T

Peridontitis __ del T 208

adulto -1 '

Periodontitis . -~

avanzada -1 0.4—5.28 209
IL-1ex 0.23-13.9

Expresion de IL-1 en relacién con el estatus de la enfermedad
periodontal.
Se han realizado un sin nimero de estudios con el propdsito de

correlacionar la sintesis de IL-1 con la enfermedad periodontal. Las células
que expresan IL-18 se encuentran concentradas en la lamina propia (210).
Se han identificado solubles y asociadas a membranas (211). Los
macréfagos expresan IL-1a y IL-1B y en el fluido cervicular se ha detectado
unicamente [L-1a . Sin embargo Feldner (212) encontré una correlacién
positiva entre la concentracién de IL-1B y el numero de células positivas a IL-

1B en pacientes no tratados con periodontitis.
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IL-18 se ha relaciondo con la pérdida de la adherencia e inversamente
relacionada con el enrojecimiento y la presencia de placa supragingival, pero
no encuentra relacién en el sangrado y supuracion. Por otra parte se ha
caracterizado que IL-1 se expresa en tejidos inflamados pero su expresion no
se correlaciona con el estatus de la enfermedad periodontal.

Efecto de IL-1 sobre la expresion de colagena:

Las fibras del ligamento periodontal y de la encia estan compuestas
principalmente de colagena tipo |. La disolucidn gradual de esta fibras en
respuesta a la enfermedad periodontal es un indicativo del progreso de la
enfermedad. Diversos estudios sefalan que IL-1 induce la sintesis de
colagena en fibroblastos (213). Se ha demostrado que IL-1B estimula la
sintesis de colagena tipo de manera transcripcional y traduccional. Aunque
otros estudios sefalan que los efecto de la IL-18 actian predominantemente
sobre la sintesis de metaloproteinasa (endopeptidasas que actian sobre la
matriz extraceluiar). (214)

En estudios in vitro se ha mostrado que IL-1 es un potente inductor de
la sintesis de colagenasa presentando una mayor sensibilidad las células del
ligamento parodontal que los fibroblastos de la encia(213).

Por otra parte se encontré que IL-1 induce a los fibroblastos a que sinteticen

L plaminégeno que a su vez induce la activacién de las metaproteinasas que a

su vez promueven la degradacién de la colagena.
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f°9°C"°3'3 sintesis de coligena MMP>TIMP

metabolismo de la colagena progresion de la enfermedad
periodontal

Fig. # Factores que afectan a IL-1, mediadora del metabolismo de la
colagena de los fibroblastos en la patogénesis de la enfermedad
periodontal inducida por bacterias. Los monocitos y macréfagos
pueden ser estimulados por bacterias periodontopaticas o sus
productos para lograr la sintesis de interleucina 1 (IL-1). IL-1 puede
potenciar su propia expresion, y sus efectos bioldégicos pueden ser
inhibidos por IL-1 receptor antagonista (lL-1ra). La produccion
sistémica o local de IL-1, puede mediar un cambio en las propiedades
celulares de las células del huésped, como el fibroblasto. Las
propiedades celulares del fibroblasto pueden ser alteradas en respuesta
a estimulacion con citocinas y estas pueden ser: proliferacién celular,
fagocitosis, sintesis de colagena, y la sintesis de enzimas proteoliticas
como la matriz metaloproteinasa (MMPs) y sus inhibidores tisulares de
metaloproteinasa correspondientes (TIMPs).

proliferacion




CONCLUSIONES.

La respuesta inmune se compone de una serie de eventos de multiple
interaccién celular mediada por factores que le dan un cierto grado de
especificidad a esta respuesta, dichos factores encargados de esta funcion
son las citocinas.

Cuando se comenzd a investigar sobre las citocinas, se pensaba que
estas actuaban de manera especifica, actualmente, se conocen un gran
numero de funciones atribuidas a cada citocina, por lo que se les denomina
como “factores pleiotrépicos”.

En base a esta revisién podemos concluir que:

a) las citocinas pueden interactuar con mas de un tipo celular,

b) poseen miltiples actividades biolégicas,

c) las células pueden interactuar con mas de una citocina,

d) las ctocinas pueden ser producidas por mas de un tipo celular,

e) las citocinas pueden actuar positiva o negativamente en la
transduccién de una sefial, esto depende del tipo celular sobre el que
actue, ' ol

f) actian a través de complejos receptores que regularmente se
componen de una subunidad especifica y otra(s) comunes o
compartidas,

g) las citocinas utilizan sistemas o vias de sefnalizacion variadas.

Los fibroblastos son las células responsables de sintetizar la colagena
que es el principal conformante de la matriz extracelular, de acuerdo a esta
revision, los mismos fibroblastos son capaces de responder a los estimulos
de las bacterias periodontopatogenicas y alterar la composicion de la matriz
extracelular a través de la induccidon de mediadores inflamatorios
(principalmente IL-1) y de la sintesis de enzimas proteoliticas (MMP).
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