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ARREVIATIRAS U SIGLAS
ULTLIZADAS

ADN Acido desoxiribonucisico

AFPCs Células preseniadorss de antigenos; del inglés: antigen
presenting cells

ARN Acide ribonucieles

ARNasa Znzima que degracs of ARN

< Cezbono

CS7s Factcres estimuladores de colonias, del inglés: Colony
Stimulating Fector

CTis Linferitos T citotéxicos, dsl ingiés: cytotoxic T tymphocyie

¢NT? Desoxiribonucledtide rifostate

4T Desoxitimidina

oDTY Diliotrettol

EDTA Aeide etilendiaminotetracétics, de! ingiés:
Ediviensciamineletraacedc Acid

ZP Pirogéne endbgens, del ingiés Bndegen Plrogen
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LDLs

-
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Eritopoyetine
Fraccion crisializable de ias inmunoglobulin
gcepiores para las inmunoglobuiinas tipo G
CSF gue estimula grannlocitos
C8F que estimula tanto macrdfagos como granulocitos
Arreglo lipidico de fase hexagonal 1.
Interferones ;
Inmunoglobulina G
Enterisucines
Kilodaltones

Factor activador de iinfocitos, del inglés: lvmphocyie activating

factor

Lipoproteinas de baja densidad, del inglés: low density

lipoproteln

Facior miibidor de leucemias, dei inglés: levkemia inhibitory

fector

_ipopolisecérides de paredes sacierianas

Vesiculas unilamelares grandes, dei ngiés; large umiameliar

>

vesicies
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MGI-1GM
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NX

PMN
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Faclor activador de macrdfzgos, del inglés: Macronhage
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Activaling Factor

CSY gque estimula macrdlzgos

eyl

actor inducior Ge macedlagos vy granuiocitos, del inglés:

Macrophage and Granulocyte Inducer)

MGI que induce la formacién clonal de  granulocitos-
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Vesicuias unilamelares peguedias, del inglés: small unilameliar
vesicies

Temperatura de transicicn

Facior <& crecimienio {umoral bete, d
factor beta

el inglés: tumor growsh

ractor de necrosis tumoral {gama ¢ beta), del ingiés: tamor
necrosis factor

ULy Vesfoulas unilamelares, del inglés: unilameilar vesicles

Virus de inmuncdeficiensia humana
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Fc receptors 2nd nitnie oxide secrefion induced by cytokines Ti-1 5 and
&Ny encapsulaied in lposomes in murine peritonsal macrophages.

Liposomes are lipid vesicles comsiituted by concentric bilavers of
arphipatic lipids separated by an acuose vhese.  Fatty acids, like

rhospharydileoline, are dispersed in water to form a bilayer and exciude water,

n the acuose phase several nydrophilic molecales, jike cyickines, antigers,
aatibodies or chemical drugs can be dissolved and irzpped 1m those vesicies.
Hydrophobic molecu

L

fes car be dissclved and tapped 1z those vesicles.
Hydrophobic molecules can be incorporated between bilayers themselves. Tt
should be swessed the importance of the conceniric number, lipidic
composition, electric charge and the administration route of Hposores {o ensure

that they get to the desired targes.

i many cases, due to the phagoecytic capecity of macropheges,

liposomes are produced accordingly to be phagocviosed by

themselves.

by
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Reswnen

aking Into  consideration that

differenuiating agents for monocytic cells and
carriers, they were encapsulated in liposomes

XN 14

resident macrophages from the mouse peritonez!

that negaiive liposomes are effective cyickine

H-18

and  IFNy

are  good

that liposomes are eifeciive

.

to evaluate their zctivity on

cavity, Our tesuls showed

carriers znd ‘hat there are

Gifferences 1n macrophages activation produced by them, either in vive or in

eract with encapsulated

Vitro.
The possibilities that thess carriers could inters
majerial and the larget cells are discussed, and

hiposomes are proposed.

1 T 2 r
‘nerapentic aiernatives for
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Los lHposomas son vesiculas formadas con lipidos anfipéicos

constituidas per bicapas concdniricas separadas Dor un comparimiento acuoso.

Los liposomas se formen cuende Ssflipidos come 1z Sefidiiccling se
dispersan en agua, al formarse, lag cadenas de fcides gresos hidrofdbicos se
acomodan en bicapas para liberarse del ague; en la porcién lignida pueden
disolverse diverszs moléeniss hidrofilicas come medicamentos, citocings,
antigenos ¢ anticuerpos; lag cuales quedardn sirapadas en el inferior acuose de
las vesiculas Si el material que se desea incorporar sen molécuiss hidroféhicas,
tsias pueden ser ircluidas demwo de las hicapas usmas. Hs importante
mencionar que el nimero de bicapas concéniricas, la composicién lipidice, iz
carga clécirica v la via de administracién pusden ser variades de tal forma que
los Tiposomas Heguen hacia donde se desse. En muchos casos, debido a que los
mactéiagos son las células fagociticas principales, los liposomas son fabricados

con la intencidn de que sean ingerdos por eljos.

Con el propdsito de evaluar Iz efectividad de ‘os liposomas come
tzanspertadores de citocinas inductsres de mzerdfages v debido 2 que se conoce

. 7

w@nlo la impoerianie accidn diferenciadora de esias oéinlas por lzs citocings I
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acarrezdores de sustancias; en el presenie (rabajo se encapsularon dichas

citocmas en varios tipos de liposomas v se utilizaron para activar a macréfages
residenies Ge lz cavidad peritoneal de rardn. Nuesiros resuitados indicaron que

los liposomas negativos son acarreadores efectives de las cirocinas v gue

existen diferencias en lz activacién de los macrdfagos preducida or eliss, v

3

sea in vive © in virro. Ademds, se discuten las posibilidades que tienen estos
acarreadores de interaccionar cor la materia encapsulada y la célula blanco y se

proponen altemnativas de su uso para fines terapéuticos.
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Los liposomas son esferas preparadas ariificialimente consituidas nor

£

bicapas fosfolipidicas concéntricas separadas por un compartimiento scuosc.
Los fiposomas se formar cusnde fosfolipides como la fosfatidilcolina se

dispersan en agua, al formarss, las cadensas nidrofbicss de acidos grasos se

scomodan en bicapas pera libererse dei agua; en 2 porcidn Hquida nueden

i

disoiverse diversas moléculzs FidreTieas como medicarienios, cliccinas,

g

:genos o anticuerpos; las cuales guedarin atrapadas, 8i el mererial que se
desea incorporar son meléeulas h vices, &stes pueden ser incluidas Centr

de ias bicapas mismas., Hs imporianie mencionar gue el nlmsre de bicapas
lipicicas concéntricas, la composicidn del fosfoifpide, la carga elécoica de éste
¥y la via de administracion pueden ser variadas de t2! “orma que los Liposomas
puedan ser dirigidos hacia donde se desee. En muchos casos, debido a gue los
macréfagos son las células fagociticas principzles, los liposcmas son fabricados

con fa infencién de que sean ingeridos y digerides por ellos, en ios Gmos

afios, su wutilizacién se ha converfido en una uoceresa herramientz para

¥

mampuler 2 estas célulzs, ya sea para inhibirlas o activar diversas funcicnes.

v Iz actualided, se han Jresentzde muches estudics acerca de

comportamienio de los macrdlages al recibir Cireclaments SUSETC

Z5

£

cncapsuladas en liposomas; es imporiante mencionar que se han enconirado

variades diferencing en los ofestos ¥ Cisiribucibn obtemdos al ulizer lag




Intraduccion

mismas sustancias inroducidas de forma libre per via iniravenose. Lo anterior
puede exnlicarse debido 2 que algunas sustancias hibres no cruzan fcilmente las
membrznas celulares y poroue la mayoria de las sustancias tienen una vida
media extremadamente corie en el torrente sanguineo, siendo cantadas y

transformadas répidamente en el rifién y €] higado.

Las sustancias encapsuladas en liposomas pueden ser administradas in
vive por diferentes vias, de zcuerdo a la poblacidn blanco deseada. Existe [z
posibilidad de ilegar al sitic deseads modificande 2 los liposomas para ne ser
Ingeridos por los macrofagos; sin embergo, s la peblecién blance son los
macrofages, exisie una muy alta probabilided de gue las sustancias
encapsuladas en liposomas comunes entren en ellos v modifiquen su funcidn.
Con esie enfoqus, se ha avanzado muche en la adminisirecién de medicarnentios
optimizando iz viz de adminisiracién v i2 dosis necesaria, ademsds, se han
eliminade poblaciones especificas de macrdfagos parz un mejor conocimiento

de su participacién in vive en diversos procescs sloldgicos.

Bn e: presenie (rabajo, se encapsularon L1 8 ¢ IFNy en liposomaes
para ser administradas 2 macréfagos residentes e la cavidad peritones! de
reién, debido a gus se conoce la imporiente accién diferencizdora de
macréfagos de esias citocinas. Posteriormenic se evaluaron .05 cambios
inducidos en esias células en tempos determinades, tanic in vivo como i vitre,
ya sea en la morfologia celular o en su estado de activasion; medido por la

Ia 1 Jememmnemy Tt Thamna ny e
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expresidn de recepiorss pare la poreidn

producc:dn de Sxido nitrico.
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El sistema hematopoyéico es el encargadc de proporcionar iodas izs céinias
sanguiness de nuestro cuerso, en la actuahdad se sabe gue “odas estas céiuniag
derivan de una céiula precursora indiferenciade v sluriperencial, conocida come
célnla madre ¢ ironco {Uexier y Spooncer, 1587, Spangrude, 1891}, Hsia célula
madre hematopoyética pesee 2 cualidedes fundamentales: 1z autorrenovacion y
iz pluripoiencialidad. La autorrenovecién se define como [z capecidad de Iz
céinla madre para autoperpetuerse asegurando su progenie v la de ios demés
linajes sanguineos, Dor st parie, la pluripotencialidad se define como la facultac
para originar cualquiera de los tipos celulares gue forman la sangre (Jandi,

19913,

Bl sisiemna hematopoyetico Junio conm oS (ZidOS COL UR 2.0 ISCAmIOIC
celular, exverimenta de forme constante Iz avterenovacion y la diferencizcion.

El nroceso bioidgico por el cual se generzn toces lzs células sanguipeas es

—_ 1

conocido como hematopoyesis {Torshkind, 19915, 21 humanos, en iz oiapa fetel

F 2

P
~1
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la hematopoyesis se iniciza en isloles sanguineos del saco  vitelino,
posteriormente se instale definitivamente en la méduls ésea de los huesos lergss
{(Allen y Dexter, 1990). Aciualmente, se ha demostrade que, ern -zionss, las
primeras células tallc hematopoyéiices pueden detectarse antes cue en ! saco
vitcline, a los 7 dias de gestacion en una regién denominada mesonefios aoria-
gonada ¢ esplacnopieura adrtica y que estas cédlulas son CD34" y c-Kyt
{Mervin et al., 1997; Mokouyama et al., 1998).

E! proceso hematopoyético gue se Heva 2 cabo en la méduia 6sea onginard a
s Iy o

los 8 tipos de células sanguineas, hipoiéicamente el proceso puede dividirsz en

4 compartimienics:

i. Elde céluias madre que poseer: une a1 capacidad de autorrenovacién.

2. =i de células progeniioras de los diferenies iinaies hematopoyéticos gue
.

tienen la capacidad de aumento en: el mimero de silas migmas.

103
eyl

i de células en maduracién.

T

4. El de células funcionales las cucles estén aptas para realizar su papel

bioldgico (Figura T1), (Mendoza, 1953).

———
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Se muestra la célula taflo (S} de donde s ongiran diferentes precursores comunes que bajo Ta
in{luencia de diversas citocinas dardn ongen = todes los componentes sanguineos
Abreviaturas m: neutrdfilo, m. macrdfage, ¢. cosindfilo, o basdfilo, E- eritrocito, M-
megacartectio, SF Factor steel, IL interleucina, CSF. Factor estunulader dc colonias, EP

eriropoyeiina, LIF: Factor inductor de hnfocilos (Kaushansky, 19975

Existe un aspecto gue ha desperiade el inierds de numerosos
investigadores, qus se reflere ai mecanismo por oi cual uoa céluiz madre
indiferenciaCa permanece en estado de latenciz, se zuforrenueva o enira a una

uta deferminada de diferenciacidn.

b




£y

n un primer modelo pera explicer ¢! proceso, Till y colaboradoves en
1964, despues de la irradiacion de la médula dsea ¥ SU posterior reconstiiucion
en ralones, postularen gue le regulacién de
“estocgstica”, basdndose en ¢l analisis de T2 oroliferacién alestotiz de las céluias

sanguineas (Tl et ai., 19643

Posteriormente, Cumy y Trentin, propusieron la  teoriz  del
microambiente inductive hematopoyéics ¢ {Curry ¥ Trentin, 1967} v debido &

que el papel del microamsbiente puede ser considerado en funcidn de 'z

produceidn: de moiéeulas humorales regrisdoras. A Fneiss de los 80%s, Ven

Zeni y  Goldwasser wostilaron wn modsls deferministico, donde ia

diferenciacién de Iz célula precursorz pluripotenie es e! resulizde

b b

2

2

£

competencia que se estabiece enre molécuias ‘rhinidorses v estimuladoras [Van

Zant y Goldwasser, 1979). Posteriormente, Nakaha'a refomé e modelo
estocastico desarrellado por Ti v colaboradores, ic aplico a la ¢iferenciacién
hematopoyéiica y lo denominé “modelo de diferenciacién estocdslico

srogresive” (Nakahete et al.,, 1982; Xurnit et al, 1985),

™
=

En 1551, se propuse gque la diferenciacién nematopovética es

deterministica y estd conirolada por

internas y extemnas (Novak v

Stewart, 19%1, Brown et al, 1991) Se sostuld que &l micrcambienie

>28 Ak

hematopoyéiico v €l programa genéiico de las cdinles hematopovéticas son los
determinanies parz el desarrolio de um dne semgnines en pariiculer. Wis
adeiente, una revisién compieta reatizzds zor Ogawe acerca de la difzrenciacién
herratopoyética indice gue se ka demosi-ado coe iz expresidn lorzeda Zg

s

receptores pera ciiocines ne cambia e potencia’ de diferenciacion de las céiulas
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progenitoras primarias y que no existe especificidad en sus vias de sefalizacidn;
por lo que postula que el modelo estocdstico an ol que las cliocmas juegan un
papel permisivo y no instructivo para la diferenciacién de estas células, es 2!
més congruente (Ogawa, 1998). De estz forma, oo le actuzlidsd es conveniente

ser mas conservadores y manejar el proceso come estacéstico.

Mediante diversos estudios realizados i véve con la méduls dsea de
vertcbrados superiores, se ha podide estabiccer que sl microambients
hematopoyético estd formado por 2 grandes compenentes: Ei sisterna celuler

hematopoyttico y ios componentes de la meiriz extracelular.

Hl sistema celuler hematopoyético esid  constituido vor células
reticuiares, céluias adventicias v adipocitos. La céluiz reticular repressmia lz

<

célula cstroma! bisica de las dreas hemaiopoyéticas de Ta méduia dsen {Wesien

o

Bainton, 1879; Allen y Dexter, 1990; Dorshldng, 1960, son los dominaries
en el estroma medular, tienen unz morfologia dendritica v exlensiones
clioplasmaticas en forma de hojas ramuficadas, lc oue oermite formear unz malla

esponjosa sebre ia que descansan las células hemalopoyéticas (Figura T2).

2ag céluias adventicias o endoteliales cubren las 4reas de Iz superficie

humingl de los sinusoides

oD

ndotellales y regelan el flujo de las céiuias

hematopoyéticas maduras hacia e torrente sanguines (Chamberlain e al,, 1975;

Secker y DeBruyn, 1976 Los adipocitos son tinicos ce 1a médula dsea no
hematopoyética y probablemente se derivan de ia acuria

ias céluias adventiclas [Weiss, 19810 st vrircival funcién es recubnr los

espacios de ia médula ésez no hematonoyéica con o sue resivinge el proceso

smdaaS e I

nematopoyéiico a iz epifisis de 'os huesos largos.

&
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Los componentes de la matriz extracelular consisien en susiancias
secretadas per las propizs célilas esiromeles, como le Aproneciina, coldgena,
faminina v alguros glicoaminoglucanos (Zuckerman v Wicha, 1983; Wight 2
gl., 1986). Bstos componentes de ia mainz son los responsables de la adherenciz
de una céiula con ofra y con su susirato, ademés se sabe que gjercen efectos

.y A

reguladores sobre la hematopoyesis (Weinstein, et al., 1989).

F.

igura T2. Representacién simplificada &2 los elementos celuizres que
Lonlorman e microamblente her atopoyédies (Dexter,1989)
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3.- Citociras invelucradas e las Frucipnes fematopoyéticas.

Las citocinas son prolefnas peguefies, wéptidos o glucoproteinas
sintetizadas o secretadas por distintas células del ou ICIPO, CON Pesos moleculares
de 6 a 60 kDa. Son compuesios potentes en extremo que actdan en

~13

concentraciones de 10719 2 10 mol/lt, para estimular alounas funciones en las
céiuias blance después de inferacciones sspecificas enire ligando y receptor.
Una sola citocina surificada puede tener efsctos diferentes sobre el crecimiento
y difererciacién de muchos tipos de céiules; come consecusncia a, lag citceinas
pueden presentar un traslapammiento considerabie en sus sfecios bioldgicos sobre
células blanco linfoides, mizioides v del tejido comectivo. Muchas citocinas se
requisren para la activacién de difersates tipos celulares {Baret, 1581

La prunera descripeidn de un fzctor cue regula la proliferacidn ¥
diferenciaelon de células micloides, fie hecha e= 1906 2or Carnot v Seflandre
en Francia. EBllos encontraron & la erftopoyenine (B5o) coms e Scior
responsable de la formacida de células refas o eriiroides (Camnos, ¥ DeFlandre,
19906; Jetlanann, :1992). Ei siguiente aporie acerce ae Ios faciores humerales que
regulan ta hematopoyesis se realizé en 1965 cuands e grupo presidido por Leo
Sachs en Israel, deseribid la vpresencia de un fhactor producido ter células
estrorales, capaz de estimular L2 formeacién de céiulas pertenecientes al Iingje
macrdfage-granulocito, ai cual nombrd MG Feoior nduoier da mectdlEges v

Macropaage and Cremuioccyts nducer) [Pluznix K

13
2
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Sachs describié 2 tipos de MGs, of primero se caracleriza por mantensr
iz v:abilidad de las cétulas en cultive v de estimular su proliferacidn (MGI-1); v
el segunde eslimule preferentemente su diferenciacion terminal (MGH-2)
{Lipton y Sachs, 1981; Sachs, 1987; Sachs, 1992}. Za los afios 90s, Sachs
postulé que existen 3 tipos de MGls del dpo 1: el MGE-1M gue estimula 1a
prohiferacion de macréfagos, el MGI-1G que induce la formacién clonal de
granulocitos-neutréfilos y el MGI-1GM que estimula fa formacion clonal de
ambos tipos celulares. Ademés, descripié las células que secretan cada mductor,

asi como los pesos moleculares de los mismos {Sachs, 1592). Posteriormente

Watcalf ¥ sus colzboradores renomoraron los 3 MGis-1, descrites por Sachs,
como C5Fs (Factores estinmiladores de colonias, del ingiés: Colony Stimulating

Facter), a saber: M-CSF, G-C8T y GM-CSF respectivamente. Despues de gue
en las décadas de ios C0s v 70s no exisiid un consense acerca del nombre de los
factores, en iz aclualided se les conoce come U8Fs debido 2 que Meicail
con otros Investigadores, fueron los primercs ea purificar estos fBcrores,
secusncierios, caracterizzrlos melecularmenie v obtenerles en forma
recomoinante {Morsivn ¥ Burgess, 1688; Mewslf, 1922). Auncue en un

principio, debide & los primercs Tesultados experimeniales, se pensé que estos

inductores eran célyla-especificos, shora se sabe que sus fncicnes bicldgics

pueden ser radundanies y compariides por varios tipos celulares {Bazan. 1550
Les C8Fs son colipéoldes mondmericcs de vanos cientos de
amincézicos, solamene 3l -UST es oo dimero comouesio de unidades de
aproximacamenie (45 LOa. os pesss meiecylares de ins CSFe osciian entre
los 2C y ios 70 e, snconi-indese vameciones en 05 jesos molecuiare
dependiendo de grade do glicosilacidn de estes molécuias ‘Golde v Gassor.
A
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1988; Dexter, 1989; Heyworth et al,, 1990). Los CSFs pertenceer a 'a famila
de las citocinas. dentro de los cuales tambiér se encuentran las interleucinas, los

interferones y los fagtores de crecimiento (Aggarwal y Guiterman. 1992).

Las interleucinas {ILs) son cliccines que fueron descnifas como
moléculas producidas por los leucocitos cuya caracteristica principal era
participar en ias respuesias inmnunes o milamatorias {Oppenheim, 1983
Reclentemente con el avance de la biologia molecular, se ha facilitado la
purificacidn y caracterizacidn Ge estas citocings v sz han podide evaluar sus

diversos efecios biolbgicos en leucociios y otres tipos celulares (Aggarwar v

Gutterman, 1992, Metcalf, 1992},

L1,

e o ~J %1 Fmm Foyem, - 3 P A Y
Ls pueden participar en diferentes efepes 420 desarollo

Pt

s

o

Qematcpoyetico, en ig actualided se conocern 18, gue han sido olenamenie
caracterizadas (Sofo et al, 1999}, Enire ellas, la 1-1 acifia e céiules

3 =1

mullipotenciales  haciéndolas suscepiibles a responder a2 otros Gciores
{Tinarello, 1991}, Nuestro grupe de rebaje he conflrmade efecios direcios de

esiz cilocina estimulando iz diferenciacién en céivlas micloides (Saniiago,

1993). Lz TL-3 es conocida como un factor proliferador mititinle con actividad

e OSF (Bricson,1994). La T4 y o 7-6 combinadas con C8Fs estimulan e

formacion de colonias mieicides v por si sclas ejercen cfecios activedores

3 e 2L amm 2y E e
ICCTre COIne esumutzdcya

£

¢ les respuesia mflemetona (Alleve, 1697

=3
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La IL-1 es producida en gran parte por monociios y macrofagos
ciivados, es esimuladora y regulador de efecios en érminos de crecimiento v
diferenciacidn de numerosos tizos celulares, ademés hene importantes efectos

reguiadores en el sistema immune y en Iz respuesta inflamatoria.

Los primeros estudios sobre la IL-1 datan de 1953 cuande, Bemmet v

Besson describleron un material pirogénico, producide por letcocitos activados

que liamaron pirogéno enddgenc (EP, del inglés Endogen Pirogen). Mis terde,
en 1972 Gery v Waskmen describieron uns moldcula producida por macrdfagos

periicneales de raldn, que aumentaban ia proliferacién de timocitos en respuesia
& dosis subdptimas de mitdgenos como la concavaling 4 v ia fitohemaglutining,

cllos llamaren 2 sste moléerle factor activador de linfocitos (LAY, dei ingiés:

lymphooyte activaing fector) (Dinarello, 1991).

En 1974 Murshy v colzboredores, caracterizaron el BP v demostraren

iy

ue esta mosécuia enfa un peso molecular sntre 14 v 17 Xéa. Al mismo tiempo,
Diparello y su grupo Cescribleron 2 EPs producidos por monociios humanos,
uno con punto 1sceiectrico (piy de 3 y el otro de 7 {Dinarelio, 1951}

Lo mmm g s T - " 1 o e Ty o To T rtmeem iy o 51 mrmne
De esta maners 2 -1 Za sido referida er. la Gterstura Lor dilerenies

nembres los cuzles describen diferentes aco

simommes de - IDSIUYCTD TINDESTO
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factor inducior de macrdiagos ¥ granulocuos v factor mnductor de Ia proteoilsis
de musculo. Sm embarge, en 1979, los mmun wlégos decidieron nombrar

todos estos factores en base a sus similitudes bioidgicas v bioguimicas como IL-

T

-
o]

L-1 con pi ce 5 se denomind Ii-la v iz de w7 de 7, JL-13 (Dinareiio,

IS

1991; Calcagno et al., 1982; Santiagoe et al., 1993).

Otra caracteristica muy interesante de 12 71.-1 es que a pesar de que sus 2

formas (& y 3) presentan solamente un 25% de homologla, secuencias cortas de

aminodcidos de fuerte nomowgza 01.160_67. marmitic a las 2 I’”’Owu g unirse

£
mismo receptor ¥ ambes compiten por este en diversos Hpos celulares ia
COmMO MENOCiios, macréiagos, neutrofilos, linfocitos T v B. La produccidn de
L3 es estmuiada por inductores inmunolégicos enire los que se incluven
infoeltes T avtivados, complejos inmunes, oroductos mmmmanes, wevaduras,
virus y lectinas, esi como agentes mlamatorios. Prozablemente las endotoxinas,
en perticar la moléeula de lipide A (componerie aciive de los
linonolisacarides), sean aciivadores mas potentss de la produccin de 1L~ en

los fagocitos moronucleares (Dinareilo, 1991

Bl receptor para IL-1 fue purficado de ia iinea de células T EL4 de
ratdn, pesz 8C ¥KDa en su forme glicosilada y esd ormado de 3 dominios; uno
exiacelular de 319 aminodcidos uno tramsmemipranal de 21y uno
cilopdsmatics de 217, Fs uma vroteina de 60 Dz gue esta glicosiiada er

shundancia y tene tn lamafic comples de 83 %02 Tn Tes oflulas T en renose

T LEB SelllE ST
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SE TTS3CNiEN MUy DOCASs mioldculas de yecenier Tevs L8 Ll LETC GRSTLESs de .8
x ¥ & B 5 5
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SXCCECOn 2l anligene 8e Bressnis ur ncramento £s 10 vecss. Se creoe que .

ii~1 al rcceplor active & la céluiz T metlance 2 via mroteina G-
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cAMP, en vez de hacerlo por el sistema Ca+fosfatidilinositol-proteincinasa C.
De gran importancia es que este receptor pertenece a la familia de las

inmunoglobufinas (Barret, 1991).

La mayoria de las actividades de IL-1 muestran una caracteristica
comun, todas son parte del complejo grupo de respuesta conocido ecomo
respuesta de fase aguda, que lleva a cabo el organismo ante invasiones
microbianas, reacciones inmunoldgicas y procesos inflamatorios. Finalmente, el
hecho de gue I.-1 se haya conservado 2 lo largo del proceso evolutivo sugiere
que su funcién esencial es la de actuar como un orquestador de los mecanismos

adaptativos del individuo (Dinarello, 1991).

Una caracteristica interesante de la IL-1B es que carece de la secuencia
hidroftbica que caracteriza a las proteinas de secrecidn por lo que no es claro ¢l
mecanisme a través del cual I1-1§ es levade fuera de la célula. Algunas
evidencias tales como la ausencia de IL-18 en el reticulo endoplasmatico v su
presencia en el citosol y fracciones lisosomales, hacen suponer que 1a [L.-10 esta

asoctada y es liberada a través de vesiculas lisosomales (Dinarello, 1951).

Los inteferones (IFNs) son una gran familiz de glicoproteinas de
secrecion que tienen actividad antiviral (Roitt,1991). Se ha demostrado que los
interferones son producidos por células infectadas por casi cualguier virus
animal de ADN 6 ARN; vz sea en los cultivos de tejidos o en el animal. El
nombre de interferon se derivd de la capacided de estas moléculas de

“Interferir” con la replicacién viral en células expuestas {Stites, 1993).

18
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Los interferones purificados, obtenidos de cultivos de diversos tipos
celulares, estan constituidos por proteinas pequefias de entre 20 y 30 kDa,

extraordinariamente estables a un pH bajo, v moderadamenie resistentes al calor
{Stites, 1993).

Los interferores no son especificos de algin virus, sino especificos de la
célula, tanto en su produccidn como en sus efectos. Los interferones inducidos
por el mismo agente en diferentes especies o incluso en diferentes células de 1z
misma especte (como los fibroblastos v leucocitos humanos) difieren en cuanto
a su antigenicidad, punto isoélectrico y pesc molecular. Asf, una especie

determinada puede tener méas de un gen codificador de interferén (Stites, 1993).

ILos interferones inducen un estado antiviral que protege a las células
blanco contra iz mayoria de los tipos de virus. Ademds, tienen efectos
poderosos, principalmente inhibicién de la proliferacion celular. Pueden va sea
inkibir o incrementar la diferenciacion celular, segiin el tipo celular v la dosis
del interferén. También son agentes inmunomoduladores v efectilan tarcas

importantes en la respuesta normal de defensa del individuo.

En contraste con los anticuerpos que reaccionan y neuiralizan
directamente a los virus, los interferones establecen un estado antiviral y actian
come agentes antiproliferadores ¢ inmunomoduiaderes al inducir la sintesis de
proteinas celulares y alterar el metabolismo de las células blanco. Respecio a
esto, tos interferones son similares, en su mecanismo de accidn, a las hormonas

polipeptidicas y a los factores de crecimiento

29
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Los receptores para interferdn estin presentes en la mayoria de las
células. La unién de los interferones a sus receptores es de alta afinidad. La
unién es saturable hasta con 7000 receptores de interferon tipo 1y 13000 tipo II
por célula, en algunas lineas celulares en cultivo. Sin embargo, algunas células
expresan mucho menos receptores para interferdn, los linfocitos pequefios en

reposo solo tienen 250 para IFNa y 500 para INFy de alta afinidad por céluia.

Después de unirse los interferones a los receptores de superficie, los
complejos de interferon y receptor se agregan en pozos recubiertos v se
internalizan por endocitosis mediada por el receptor. Al menos parte dei
interferon intemalizado se degrada en los lisosomas. Atin no se han defirido los
eventos bioquimicos que traducen laz sefial del receptor superficial para el

mterferon hacia el resto de la célula 2 fin de producir las diversas respuestas

bioldgicas.

Aunque al parecer, le totalidad de las células animaies son capaces de
producir interferdn, las células de la médula dsea, del bazo y los macrdéfagos
parecen fener una participacién especial. Debido a sus caracteristicas, los

interferonss se han dividido en 2 grandes grupos (Zambrano, 1993):
= IFN de tipo ] que comprenden las formas o y B de sstas moléculas.
¢ IFNtipo Il o interferdn inmune que s 1a forma v,
En los ratones, e! I'N-y es codificado por un solo gen que se encuenira

en el cromosoma ntimero 16, La secuencia del IFN-y es aproximadamente 12%

homoéloga a la del IFN-a.. La proteina madura es de 146 aminoeacidos, no
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presenta cisteinas; por lo tanto, es incapaz de formar puentes disulfuro y esta
ghicosilada. El IFN-y es labil a pH 2, propiedad que se usa a menudo como un
método simple para identificacién, posee secuencias especificas ricas en
residuos de arginina vy lisina, sin los cuales carece de funcionalidad,
caracteristica que lo hace una citocina bésica. Se produce durante las reacciones
inmunes por linfocitos T estimulados por antigeno, mitdégeno o lectina, o por
linfocitos granulociticos grandes con actividad tipo célula asesina natura (NK

(del inglés: Natural Killer), (Scragg, 1996}.

El receptor para IFN-y presenia una constante de disociacion de
aproximadamente 1 a 10 X 1072 M, su ntimero es de aproximadamente 1000 en
células normales, que es una cantidad mucho menor que el mimero de
receptores que se presentan para las hormonas, come insulina, o factores de
crecimiento. El gen que codifica para el receptor estd localizado en el
cromosoma 6. El receptor tiene un peso molecular de 90 kDa y la unién al IFN-

¥ requiere de un factor especie especifico (Zambrano, 1993}

El IFN-y incrementa la expresion de moléculas det complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC, del inglés: major histocompatibility complex) clase
T'y Iy la expresién de receptorss para la inmunoglobulina G tipo I y I en
monocitos-macrdfagos, por lo que participa en la citotoxicidad dependiente de
anticuerpo, en la fagecitosis, en la secrecién de enzimas lisosomales venla

produccién del anién superéxido (Zambrano, 1993),

El IFN-ves un activador por excelencia de los macréfagos va que

controla su capacidad tumoricida i vive, como presentadores de ant{genos, la

k3




Mgy Tewico

degradacién del triptofano extracelular, la fagocitosis v la produccion de
diversas citocinas, como IL-1 o IL-6. Las poblaciones de macréfagos activados
por IFN-y fagocitan menos parasitos iniracelulares, por lo que se hacen

resistentes a la infeccion. (Zambrano, 1993)

Las citocinas que actian preferencialmente en etapas especificas de la

diferenciacién hematopoyética se han clasificado en 3 grupos:

a) Las que actian sobre células muy primitivas como SCF {Factor de
celulas totipotenciales, del inglés: stem cell factor), 11-6, G-CSF, IL-11,
IL-12 y LIF {Factor inhibidor de leucemias, del inglés: leukemia
inhibitory factor).

b) Las que actiian sobre céluias progenitoras multipotentes: SCF
GM-CSF e I1.-4,

, I3

¢) Las que actlian sobre células progenitoras ya comprometidas: G-CSF,
-5, M-CSF v Epo.

Existen mas citocinas y factores de crecimiento que participan en el
proceso hematopoyético; sin embarge, dependen de la presencia de ofros

factores y actdan sinergisticamente (Kaushansky, 1997).

Debido a los efectos reguladores que las citocinas ejercen en el
desarrolle y maduracidn de células hematopovéticas, asi como por su
intervencion en diversos procesos bioldgicos relacionados; han despertade un

gran interés en la investigacion en el drea clinica.
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B. MACROFAGOS

1.- Caracteristicas de los macrofugos

El macrdfago, al igual que las otras células sanguincas de la linea
mieloide, tiene su ongen en la célula tallo tolipotencial que se encuentra en la
médula ésea (Lowry y Quesenbery, 1992; Kaushansky, 1997). La célula talto
origina la unidad formadora de colonias mixtas, que a su vez da origen al
progenitor bipotencial de macrdfagos y granulocitos, conocido come unidad
formadora de colonias de macrofagos y granuiocitos, esta unidad formadora de
colonias dz origen a la primera célula con caracterfsticas exclusivas de la linea
macrofagica: el monoblasto (Lotem, et al., 1991). Bl monoblaste es una célula
grande con un nticleo con cromatina dispersa, muy semejante al mieloblasto que

es el precursor de los granulocitos.

Posteriormente el monoblasto se convierte en promonocito que tiene un
nicleo irregular profundamente dentadc y con filamentos esparcidos en el
citoplasmaz; en esta etapa va es capaz de fagocitar. E] promonocito se convertira
en un monocite, la c€lula madmra de mayoer tamafio de todos los tipos

sanguinecs, zbandona la médula y entra en ¢l torrente sanguineo.
El preceso de la monocitopoyesis se lleva a cabo en aproximadamente §

dias El monocito puede permanecer con vida durante alguncs meses en el

torrente sanguineo y verse influenciado por diversas citocinas para acudir a la
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defensa del organismo, alcarzando su madurez total, convirtiéndose en
macrofago (Klein,1990) o ingresar en algin tejido donde se cree que puede
vivir incluso por afios, convirtiéndose en un macrdfago residente. Una vez
estabiecido en un $rgano o tejido en particular, adquiere caracteristicas ¥
propiedades especificas determinadas por el microambiente circundante {Foster
y Landy, 1981; Dean y Jessup, 1986). Los macréfagos residentes toman un
nombre especial de acuerdo al tejido del que forman parte, asi tenemos células
de Kuffer en ¢! higado, histiocitos en el tejido conective, células de “polvo™ en
los pulmones, etc. Estas células reciben nombres diferentes debido a que, 2
pesar de su origen y propiededes comunes, no tienen tna morfologfa idéntica.
Su metamorfosis a partir del estado monocitico al de macrofago, se ve
influenciada por el tejide en el cua! se Heva a cabo esta transformacidn, io que
da como resultade esta variacién morfoldgica. Estas céiulas terminales
mononucieares son grandes, de 50 um de didmetro v tienen un niicieo ovoide o
con forma de blogue. Su citoplasma esta lleno de granulos lisosomales y

vacuolas (Barret, 1991) (Figura T3).

Es importante resaltar que las poblaciones de macréfagos residentes en
los tejidos y los inducidos a llegar a cualguier parte del organismin son muy
diferentes morfolégica y  fisioldgicamente (Dexter y Spooncer, 1987;
Rasmussen, 1983; Johnson et al., 1983}, debido a que los inducidos son

afectados por una gran variedad de sefiales.

Los macrdfagos se encuentran en todos los tejidos blandos del cuerpa,
aunque el bazo y el higado son los que tienen una poblacién mas abundante. Se
caracterizan por una movilidad ameboide que hace posible que se desplacen a

través de las superficies del cuerpo {Barret, 1991).
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Uno de los cambics més notables que suften los macrofagos, tanto in
vive como in vifre, s la activacion, que es un cambio de un estado de reposo 2
otro en el cual adquieren la capacidad de destruir microorganismos o células
malignas. Esta activacidn esia acompafada de cambios biologleos v
morfoldgicos entre los que se incluyen la expresién de diversos receptores de
membrana. Los receptores de membrana Hevan a cabo funciones de
reconocimiento requeridas para controlar las respuestas a cambios en el

microambiente celular,

Figura T3. Micrografia electrénica de un macréfago
residente de Ia cavidad
RS O

.

Los macrdfagos son células grandes, de aproximadamente 56 pm de diameiro, poseen
un niiclen ovoide ¢ armionado y gran cantidad ce vacuolas y grinuios {22730X)
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2.- Funciones de los macrifagos

Debido 2 su ampliz distribucior, los macrofagos tienen la facultad de
monitorear ¢l estado fisiotdgico del organismo y responder a diferentes tipos de
seflales, fisicoquimicas, humorales y celulares; tanto en condiciones normales

como de estres.,

Cuando se altera ¢l estado homeostético interno, el macréfago se activa
y libera una gran variedad de enzimas, hormonas, proteinas v modificadores

bioldgicos, para restablecer el equilibrio intemno.

Los macrofagos forman parte de Ios mecanismos de defensa del
organisme, ya sea por la activacion de diversos procesos inmunolégicos ¢ por
tener importantes finciones en numerosos procesos biologicos {Van Roijen y
Sanders, 1994), es decir, los macréfagos pueden potenciar o inhibir algiin
proceso o tener un papel crucial en €1 Los macrdfagos juegan un papel muy
importanie en la defensa del OIganismo CONtra cuerpos extrafios debids a su
capacidad de fagocitar particulas y microorganismos. Ademas, cuentan con
diversos receptores de superficie capaces de unir, por ejemplo, complejos de
antigenc con anticuerpe para posteriormente permitir la fagocitosis del
antigeno, asi como para desencadenar numerosas respuestas inmunoldzicas
{Gosselin, et al,, 1992). Son células capaces de procesar en su infenior diversos
aniigenos y enlazarlos a moléculas MHC para su prescniacién a los Hnfocitos

citotoxicos {Alving y Wassef, 1994).

35




Marco Teorico

3.- Receptores de superficie en los macrofagos

Los recepores de los macrofagos para la porcién Fo de las
inmunoglobulinas son de suma importancia para la realizacion de sus
funciones; ademds se les considera como los principales marcadores de la
madurez de estas células. En fos Ultimos afios han sido estudiados v
caracterizados tanto en ratén como en humano, en el caso de los Teceptores para
las immunogiobulinas tipo G (FeyRs) lo primero que se caracterizéd fueron sus
diferencias para enlazar 1gG agregada o monomerica, asi como a capacidad de
algunos de ellos para resistir tratamientos con iripsina (Mellman y Unkeless,
1580; Unkeless y Einsen, 1975; Heusser, ct al., 1977; Lane, et al., 1980). Al
pasar los afios se fueron descubriendo las caracteristicas particulares de estos
receptores, su peso molecular, afinidad a diferentes temperaturas v fuerzas
idnicas, distribucidn, organizacion génica v sus diversos moduladores
{Denhams, et al.,, 1987; Guyre, et al., 1981; Takeda, et al., 1983; Calcagno, et
al., 1982; Fragosoe, et al., 1585).

Los FcyRs son ejemplos de moléculas con dominios conservados ¥
combinados con secuencias divergentes para incrementar sus funciones,
Comparten caracteristicas comunes, todos tieren una secuencia lder en 2
exones, las diferencias se dan en los genes para los domunios intraceluizres ¥
transmembranales (Raveich y Kinet, 1991; Ravetch ¥ Anderson, 1990; Rhodes,
et al,, 1983). Los dominios extracelulares de los Fey Rs presentan homologia
con los dominios Cg2 de las inmunogiobulinas, aunque su plegamiento puede
no ser como el de una tipica 1eG (Ravetch y Anderson, 1996; Kinet, 1989;
Hibss, et al., 1988) {Figura T4).
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Figura T4. Representacion esguematica de Iz familia de los Fey R.
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: :

Los receptores pertenecen 2 la superfamiha de las mmunoglobulinas En los 3 grupes de
receptores se presenian algunas formas que TIO €stan asoctadas a 2 membrana {Van dev

Winkel and Capel,1993)

Aungue exisien variantes, los FoyRs pueden ser divididos en 3 tipos

principales (Ravetch v Kinet, 1991}

1) El FeyRI de humano y de ratén que se caracteriza por su alta afinided

por {a IgG monomérica.
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2) El FeyRIl humano v ef FeyRIIb de ratdn caracterizadas por su amplia

distribuc:ion.

3 El FoyRIIl transmembraznal de humane y FoyRlla de raton,

caracterizados por ser los mas numerosos.

Los FeyRI presentan alta afinidad por rnonémeros de IgG. La molécula
humana pesa 70 kDa y la de ratén 67 kDa (Lane, et al., 1980; Van de Winkel ¥
Anderson, 1991). EI FcyRI humano estd muy glicosilado, si se le retiran los
aziicares su peso se reduce a unos 55 kDa. Se encuentra presente en
macréfagos, monocitos y neutrofilos tratados con IENy (Van de Winkel y
Anderson, 1991). El Taller Internacional de Antigenos de Diferenciacion, lo
designé como CI364 (Ravetch v Kinet, 1991; Ravetch y Anderson, 1980).
Existen varios anticuerpos capaces de reconocer a este receptor; sin embargo,
para ¢l receptor simitar en los ratones no existe ninguno, aunque se szbe que
ambos receptores presentan una homologia entre 65 v 75% en sus regiones
{ransmembranales, los anticuerpos existentes no presentan reaccién cruzada

{Ravetch y Kinef, 19%1; Ravetch y Anderson, 1990; Van de Winkel Y
Anderson, 1991).

E! receptor tipo  participa en Ia liberacidn del anién superdxide, en la
fagecitosis, en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y en la
secrecion de IL-6 y TNFo (Factor de necrosis tumoral 2lfa, del inglés: Tumeor
necrosis factor alpha) (Van de Winkel v Anderson, 1991; Van de Winkel y
Capel, 1993).
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La expresion del FoyRI se ve incrementada por IFNy y lipoproteinas de
baja densidad (LDLs). La IL-6 incrementa la citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos er la que participan los FeyRI sin aumentar el nimero de
receptores presentes, mientras que la IL-4 los disminuye. Los glucocorticoides
inhiben el aumento de los receptores mediado por [FNy en PMN (granulocitos
polimorfonucleares) (Van de Winkel y Anderson, 1991; Grattage et al., 1992;
Perussia, et al., 1983; Perussia, et al., 1987; DeVelde, et al., 1990; Parren, et zl.,
1992). También fa IL-1f, ta 1L-2, el TNFy v el TNFPB (Factores de necrosis
tumoral gama y beta, respectivamente} son inductores de su aparicidn
especialmente si se combinan con PMA (forbo miristate acetato, del inglés:

phorbol myristate acetate) {Grattage, et al,, 1992).

Los FeyRII son los de mds ampliz distribucién. Se les encuentra en casi
todas las células sanguineas, s6lo ias NK no los poseen. Su mimero varda en los
diferentes tipos ceiulares. Es una glicoproteina de 40 Kd tanto en ratén como en
humano (Ravetch y Kinet, 1991; Ravetch v Anderson,1990). Su utilidad radica
en su capacidad de enlazar complejos inmunes, se fe ha denominado antigeno
de diferenciacidn CDW32. Existen varios anticuerpos contra este receptor en
humano v se ha reportado solo uno contra este tipo de receptor en ratdn
{(Mellman y Unkeless,1980). Se sabe que los medios condicienades por
finfocitos en presencia de PMA incrementan los FeyRIT (Liesveld, et al, 1988).
Para algunos autores el FeyRi no varia por el tratamienio con [FiNy, GM-CSF,
G-CS8F y glucceorticoides (Huizinga, et al., 19903, mienfras que para olros,
FNo, IFNy y GM-CSF l¢ incrementan, al igual que 1L-10, IL-2, TNFa v 53, al

combinarse con PMA (Graftage, et al, 1992} Bl efecto se inhibe por
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dexametasona.Por otra parie se ha informado que IL-4 reduce su expresion

(DeVelde, et al., 1990).

Entre las funciones que contsolz el FoyRII se encuentra la fagocitosis v

participa en [a liberacién de superéxido, de enzimas lisosomales y de TNFy.

Los genes para FcyRIIL de humano vy de ratdn son reconocidos como
homologos por su distribucidn, organizacidn, seceencia y funcién. Son
sialoglicoproteinas de 50-80 kDa y después de diversos tratamientos en
diferentes células se convierten en proteinas enire 21 y 33 kDa. Este receptor sc
designa como antigeno de diferenciacién CD16 (Ravetch y Kinet, 1991; Van de
Winkel y Capel,1993; Erbe, ¢t al,, 1990). Este receptor sdlo enlaza polimeros
con afimidad media y al parecer sus carbohidratos son muy importantes ya que

sin eilos no existe enlace (Ravetch y Kinet, 1991; Ravetch y Anderson, 19903,

El FeyRIIb es inducido por el IFNy v el TGER (Factor de crecimiento
tumoral beta, del inglés: tumor growth factor betz), es inhibide por
glucocorticoides y el TNFa, asi como por la -4 (Ravetch y Kinet, 1991;
Ravetch y Anderson, 1990; Van de Winkel y Anderson,1991; DeVelde, et
al,,1990; Van de Winkel y Capel, 1993; Erbe, et al., 1990). Se ha postulado gue
este receplor sélo sea una trampa para complejos inmunes gue no activan
newir6iilos, aunque en unién con el receplor de tipo I puede participar en la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y la fagocitosis (Huitzinga, et
al., 1990
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En general los 3 tipos de receptores participan de forma diferencial en
algunas enfermedades; por ejemplo, el FoRIE soluble se correlaciona con mayor
riesgo a contraer infecciones en pacientes neutropénicos y se ha asociado 2
enfermedades renales en pacientes con lupus eritematoso sistémico. Por su
parte, i receptor de tipo Il esta relacionado con ia liberacién de superdxidos

que contribuyen al dafio celular como secuela postinflamatoria. (Flores, 1997).

C. LIPOSOMAS

1.~ Caracteristicas generales de los liposomas

Los liposomas son vesicuias microscopicas formadas por una o varias
bicapas concéniricas de lipidos anfipaticos, las cuzles delimitan uno o varos
compartimentos acuosos en el interior, su tamafio varia de 0.02 hasta 10 num de

digmetro {(Bangham et al., 1965).

Los liposomas se ciasifican, dependiendo del ntmerc de bicapas
lipidicas que contienen, en vesiculas unilamelarss (ULV, del inglés: unilame]lar
vesicles) v vesiculas multilamelares (MLV, del inglés: multilamellar vesicles)
de aproximadamente 1 2 10 um de dismetro. A su vez, las ULV se dividen en
vesiculas unilamelares pequefias (SUV, del inglés: small unilamelar vesicles)
de 25 a 50 nm y vesiculas unilamelares grandes (LUV, del inglés: large
unilamellar vesicles) entre 160 y 900 nm (Szoka v Papahadjopoulus, 1980)
(Figura T5).
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Figura T5. Representacién esquematica de liposomas
multitamelares (a) y unilamelares (b).

Debido a sus caracteristicas, los liposomas se han utilizado como
modelos experimentales en el estudio de algunas propiedades de la membrana
celular; como la permeabilidad, Ia fluidez v la organizacién molecular de los
lipidos y de las proteinas membranales {Bangham, 1968; Margolis, 1984).
Ademads, la interaceion fiposoma-célula es un modelo para estudiar procesos
fisidlogicos, como la fusién y la adhesién celular (Papzhadjopoulus v

Kimelberg, 1973; Papahadjopoulus et al., 1990; Leckband et al, 1993).

Otro aspecto importante de mencionar, es que debido a la semejanza del
arreglo lipidico entre el liposoma vy la matriz membranal, as! como a la manera
espontinea en que se forman los liposomas en un medio acuoso, estas vesiculas
se han empleado como un modelo experimental de estructuras precelulares en
los estudios sobre ¢l origen de la vida, ya que al formerse aislan microambientes
de los alrededores y al mismo tiempo, constituyen una barrera con una

permeabilidad altamente especifica (3aeza et al,, 1987; 1990; 1992).
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Finalmente, la capacidad de los liposomas para atrapar moléculas
bioldgicamente activas en su interior acuoso ¢ en su bicapa lipidica, ha
permitido que estas vesiculas puedan utilizarse como vehiculos para transportar
farmacos, enzimas o 4cidos nucleicos a células en diferentes sistemas
biologicos (Poste, 1980; Itani ef al., 1987; Mannino y Gould, 1988; Friedmann,
1989; Szelei y Duda, 1989; Keown et al., 1990; Janoff, 1992).

Cuando los liposomas se usan como transportadores de sustancias a la
celula, es muy importante alcanzar un encapsulamiento optimo, una adecuada
proteceion a las sustancias que llevan v una selectividad contra las céiulas a las
que van dirigidos, por esta razén; se ha estudiado mucho acerca de la

composicidn y tipo de lipidos que los forman.

Generalmente se usan LUV de 0.2 a 0.5 um de didmetro, porgue son
muy estables e interaccionan mejor con las células, formadas con lpidos
anfipaticos que normalmente conforman las membranas celulares; ademas, al
aplicar los liposomas en animales, se pueden dirigir hacia un tipe especifico de
¢élulas, uniendo en su superficie anticuerpos, proteinas virales, glucolipidos o
lectinas {Straubinger y Papahadjopoulus, 1983; Kaneda et al., 1987; Liu et al.,
1992; Trubetskoy et al, i992). También, sc pueden fommar con ura
composicion lipidica semejante a la de las membranas de las células 2 las que se

van a dirigir (Burkhanov et al.,, 1985; Santiago, 1996).

Después de 1a interaceidn del liposoma con la célula, puede ocurrir la
fusién de su bicapa lipidica con la membrana celular, o bien, las vesiculas
pueden penetrar 2 la célula por endocitosis; en cualquiera de estos 2 procesos,

los liposomas vacian st contenido en e citoplasma celujar {Poste, 1980).
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2.- Lipidos que forman liposomas

De los diversos grupos de lipidos presentes en las estructuras bioldgicas,
solo los lipidos que constituyen la matriz de las membranas celulares pueden

formar parte de los liposomas, estos son: los fosfolipidos, los glicolipidos v el

colesterol.

Un aspecto fundamental en Ia organizacién y en la funcién de Iz matriz
lipidica membranal, es el caricter anfipatico de sus Hpidos. Una molécuiz
anfipatica es aquella que contiene una regién hidrofébica ¥y una regién
hidrofilica {Gitler, 1969). Las regiones hidrofébicas son insolubles en agua y las

hidrofilicas son solubles en ella.

Los fosfolipidos y glicolipidos presentan una region polar en un extremo
de su moigcula, constifuida por el grupo fosfato y/o una base nitrogenada, o por
carbohidratos; ¥ una regién no-polar en el oiro extremo, constituida por las
cadenas hidrocarbonadas de écidos grasos y de esfingosina. La relacién de
tamafic de la regidn polar con respecto a la no-polar es de aproximadamente
1/3:2/3 respectivamente (Figura T6), lo cual les permite a estos lipidos asaciarse
entre si y formar agregados moleculares especifices; la bicapa lipidica es un

ejemplo de estos agregados (Ibafiez, 1993).

La regién hidrofilica del colesterol es su grupo hidroxilo v la parte
hidrofdbica la constituye el niicleo ciclopentanoperhidrofenantreno, En esta
molécula, las regiones polar y no-polar tambien estan orientadas hacia uno y

oiro extremo, perc la diferencia fundamental con respecto a los otros lipidos
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anfipaticos, es que su regién polar es muy pequefia, por lo cual, el colesterol,

por si sélo, no forma bicapas lipidicas (Cuilis y Hope, 1985).

Figara T6. Lipidos anfipaticos. Todos ellos forman parte
de la membrana celular,
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3.- Autoensamble de los lipidos enfipdticos.

La presencia de un extremo polar y uno no-polar en los lpidos
anfipaticos, determina que estas moléculzs se autoensamblien espontaneamente
en un medio acuoso, en asociaciones moleculares especificas, o fases lipidicas,
en donde se satisface su doble carécter de hidrofobia e hidrofilia. La parte polar
del lipido interaccicna con las moléculas de agua y la parte no-polar se aleja de

cllas, ya que la interaccién de grupos no-polares con el aguz provocarda un
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aumento ¢n la estabilidad de los puentes de hidrégeno entre las moléculas de
agua, lo cual causarfa una disminucidn en la entropia del sistema, que
termodindmicamente no es favorable. Esta situacion desfavorable se
contrarresta con el alejamiento de grupos no-polares de la fase acuosa, que se
conoce como efecto hidrofébico v que permite que las moléculas de agua
puedan alcanzar el méximo de desorder posible (Tanford, 1973). Al presentarse
el efecto hidrofébico, los lipidos en un medio acuoso, se autoensamblan y
forman las asociaciones moleculares de bicapa, de fase hexagonal I (Hy) o de
micela (Figura T7). En estas asociaciones moleculares, las regiones no-polares
de los lipidos se atraen entre si por fuerzas de van der W aals, en tanto que en las
regiones polares, al quedar expuestas al medio acuoso, se manifiestan las

interacciones hidrofilicas al maximo (Ibafiez, 1993).

Por lo tanto, el autoensambie de linidos en asociaciones meleculares
especificas ne requiere de energia, es termodinAmicamente espontineo vy
estable; su fuerza motriz es el alejamiento de los grupos no-polares del medio
acuoso, con lo que se conserva el mayor nimerc de puentes de hidrégeno entre
las moléculas de agua, el maximo de desorden y el minimo de energia en el

sistema, (Tanford, 1973).

La bicapa lipidica es la asociacién molecular que adoptan los lipidos
anfipaticos que tienen una forma molecular cilindrica, como la fosfatidileshna
(Figura T7), en los cuales el didmetro de la regi6n polar es muy parecido al de
ias cadenas hidrocarbonadas. Como los extremos de la bicapa lipidica quedarian
expuestos a un ambiente acuoso, la bicapa se cierra v forma una vesicula
llamada liposoma. Esta asociacién molecular es la estructura basica de todas las

membranas bioitgicas (Singer y Nicolsor, 1972).
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Figura T7. Polimorfismo lipidico.
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Duferenies configuraciones espaciales que adoptan los lipidos anfipiticos de acuerde a

su composicion molecular (thatiez, 1993)

48



Marco Tecrico

Las bicapas lipidicas pueden encontrarse en estado sélide (gel) o fluido
(liguido cristalino), dependiendo de su composicion de lipidos v de la
ternperatura. Cada lipido tiene una temperatura de transicién {(T<), en fa cual

ccurre el cambio de estado (Figura T8) (Ibafiez, 1993).

FiguraT8. Diferentes estados de la bicapa lipidica.

40 A

’%w-’. = 4 i 43 TFAY s
las cadenas hidrocarbonadas se encuentran rigides cn la
bicapa ccupande mayor espacio; en el estado Hquido crstaling (B), las cadenas
estén desordenadas, por lo que el espesor disminuye (Ibafiez, 1993).
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Los liposemas con lipidos que tienen una To inferior a la temperatura
ambiente, son sélidos y los que tienen una Tc superior son fluidos. La Te es una
funcién de las interacciones de van der Waals entre las cadenas hidrocarbonadas
de Ios lipides, por lo tanto depende de la longitud v la insaturacidn de estas
cadenas. La Tc aumenta de 14 a 23°C cuando la longitud de Ja cadenz se
incrementa en 2 grupos metilenos; en tanto que la presencia de dobles ligaduras,
de ramificaciones o de anillos de ciclo propano, producen una disminucién
hasta de 80°C en la Tc, como en los 4cidos grasos de 18°C, porgue interrumpen
el ordenamiento regular de las cadenas hidrocarbonadas, lo cual disminuye las

Interacciones mencionadas (Pagano y Weinstein,1978).

El colesterol no forma liposomas por si mismo, pero s¢ integra & las
bicapas lipidicas. Su presencia en liposomas que presentan una Tc cercana 2 Ia
temperatura ambiente, provoca una disminucion en la fluidez de la bicapa y en
la permeabilidad a solutos hidrofilicos, por lo que confiere una gran estabilidad

at lipesoma {Szoka y Papahadiopoulus, 1980).

En las asociaciones moleculares de micela, la porcién polar de los
lipidos se encuentra en la periferia v la no-polar estd hacia el centro de la
estructura; debido a que los lipidos que dan esta fase tienen una forma
molecular de cono invertido, en donde la porcion mas ancha corresponde a ta

regidn polar y la mas estrecha a las cadenas hidrocarbonadas {Figura TT)
(Ibafiez, 1993).

0
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En la fase hexagonal (Hy), las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos se
encuentran haciz afuera de un cilindro v las cabezas polares s encuentran hacia
dentro en contacto con el medio acuoso (Figura T7); los lipidos que dan esta
fase son les que tienen una forma molecular cénica, en donde Ia base del cono
corresponde a las cadenas hidrocarbonadas y el vértice a la regién polar, como
la fosfatidiletanolamina poliinsaturada, la cardiolipina y al cido fosfatidico a
pH 3 y en presencia de cationes divalentes (Ibafiez,1993). Cuando se modifican
estas condiciones, la forma del lipido cambia a cilindrica, con lo cual su
asociacion molecular cambia a la de bicapa. La propiedad de los lipidos de
adoptar diferenies asociaciones moleculares en un medic acuoso, como una
funeion de su forma molecular, se le conoce con €] nombre de polimorfistmo

Yiptdico (Cuilis y Hope, 1985).

Los lipidos que dan ta fase Hy, constituyen del 35 al 40% de los liptdos
de las membranas celulares (de Kmijff, 1987), y algunos estudios de resonancia
magnética nuclear, sugieren gue los lipidos conicos en las membranas celulzres
¢ encueniran en un arregio semejante 2l My, lamado micela invertida (Cullis
and Hope, 1985) (Figura T9). Estudios posieriores han sugerido que estas
micelas invertidas aumentan enire mayor sea ia actividad biolégica de las

mentbranas, ¥ se les ha relacionado con las siguientes funciones:

a} En Ia formacién de puntos de contacto entre membranas, como en los

procesos de {usion membranal,

b) En la yuxtaposicidn de membranas en los cloroplastos y las

mitacendrias, arganelos muy ricos en lipidos conicos.
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¢) En el transporte de cationes divalentes v de moléculas come lipidos,

algunos péptides y proteinas a través de la matriz lipidica membranal{de
Kruijff, 1987).

Las micelas invertidas, tambien llamadas particulas lipidicas se han
dermostrado por microscopia electrénica de criofactura, en la bicapa lipidica de
liposomas con diferente composicién de lipidos, entre los cuales se encuentran
los de dipalmitoilfosfatidilcolina v 4cido fosfatidico (2:1) (Verkieij, 1984).
Ademds, se ha demostrado que estas pariiculas transportan iones, como el
manganeso y caicic, a fravés de la estructura lipidica de los liposomas {Baeza
etf. al., 1994; 1994).

Figura TS, Representacién esquematica de una micels invertida.

Es una mcela formada por lipidos cémcos en el mierior de una bicapa hipidica.

4.~-Formacidn de liposomas

Los liposomas se pueden formar de lipidos naiurales /o sintéticos. Su
principal constituyente es la fosfatidilcoling, pero se pueden utilizar otros
lipidos o mezclas de elios, que pueden conferir carga positiva ¢ negativa al

liposoma, La inclusién de cargas aumenta notablemenic el velumen acuoso
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atrapado adentro de los liposomas, debido a fa repulsion electrostatica entre las
bicapas adyacentes, la carga también afecta la interaccién de los liposomas con
tas células {Paganc v Weinstein, 1978). Caso especizl, son los liposomas
esteticamente estabilizados, que son aguellos a los que se les ha afiadido
moléculas de polietilenglicol al fosfolipido con la finalidad de que los
liposomas tengan una mayor circulacién en el torFente sanguineo sin ser

fagocitados (Lasic, 1996).

Generalmente los liposomas multilamelares se forman por agitacicn
mecénica de una pelicula muy fina de lipidos a la que se adiciona la solucién
acuosa con las moléculas que se van a encapsular (Banham et al., 1965); éstag
moléculas quedan atrapadas en los espacios acuosos, s son polares, o se

insertan en la bicapa lipidica si son hidrof6bicas.

Las SUV se forman al someter a altravibracién una preparacion de MLV
(Lasic, 1988), con lo cual se produce una poblacion homogénea de liposomas
pequefios {25-50 nm). Bl material que se desea encapsular se adiciona a Ia
suspension de MLV y como la sonicacion rompe los liposomas grandes, el

material externo puede ser atrapado al formarse los nuevos liposomas.

Las LUV se emplean principalmente para encapsular macromoléculas
como proteinas v dcidos nucleicos, los métodos mas usados para formarlos son:

quelacién del Ca ™

con EDTA de una suspensién acucsa de lipidos
(Papahadjopoulus et. al., 1975), inyeccidn de lipidos disueltos en éter a una

solucidn acuosa caliente (Deamer y Bapham, 1976) ¥ por evaporacion en fase
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inversa (Szoka y Papabadjopoulus, 1978). Con este ultime método se forman

Hposomas de 0.1 a 1 um de diamétro y son uni y oligolamelares.

D. IMPORTANCIA DEL USO DE LOS LIPOSOMAS

La importancia del uso de liposormas como acarreadores de diversas
sustancias, radica en que se he demostrado que su ufilizacién modifica
fuertemente la farmacocinética de los productos activos, ya que 12 sustancia
libre requiere de mayores concentraciones para gjercer sus funciones, pues es
répidamente excretada por los rifiones y ademas puede tener efectos tdxicos,
diferentes o no tener ningunc (Poyner, et al., 1995; Duserre, et al., 1995; Kamei,

et al., 1995; Camilleri, et al., 1995).

Ha sido notable la afilizacidon de liposomas para encapsular
medicamentos antitumorales; por elemple, en adenccarcinomas se ham
administrado liposomas con muramil tripéptido e ifosfamida, de tal forma que
son accesibies a los macrdfagos aledafios al tumor, lograndose la regresién de
éste (Kleinerman, et al., 1995a). Por otro lado, al enviar el muramii tripeptido
en liposomas y tomar muestras para su posterior observacion con micrescopio
electrénico, se apreciza la aparicién de una discreta subpoblacién de macréfagos
distinta morfoldgica y funcicnalmente a la poblacién inicial, que pudiera estar
involucrada con {os efectos tumoricidas (Hoedemakers, ¢t al., 1995). Mas ain,

" se ha demostrado que existe correlacidn eatre la regresidn de tumores v la
administracién de medicamentos en liposomas (Xie, =t al., 1995). En otras

mvestigaciones se utilizd un firmaco anti-VIH encapsulade en liposomas v fue
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dirigido 2 monocitos-macréfagos humanos (Betageri, et al, 1993).
Adicionalmente, se ha avanzado en el estudio acerca del efecto ea los
macrofagos de los medicamentos encapsulados en liposomas, y se ha
encontrado que puede estar involucrada la induccidn a la secrecion de citocinas
clave para la regresion de tumores o para la defensa contra enfermedades, como
laIL-1, el TNF y la JL-6 (Asano, et al., 1995; Kleinerman,1995b; Phillips, et al.,
1995; Eue, et ab., 1995; Pittet, et al.,, 1995).

En la actualidad se han utilizado liposomas para nuevas estrategias de
cembate contra diversas enfermedades, principalmente cincer {Koppenhagen, et
al., 1998). En una de cllas s¢ han utilizado estas particulas para transpoitar
genes que codifican para diferentes citocinas, con la finalidad de que sean
expresados por las células tumorales. Con esta estrategia, se han logrado efectos
contra c€lulas de cancer cervical y de colon (Tomoda, et al., 1998; Shimizu, et
al., 1998). Otra estrategia es la utilizacién de oligodesoxiribonucledtidos
asociados a liposomas positives con la finalidad de modificar la expresion
genética en células hematopoyéticas humanas, lo que abre la posibilidad de

utilizarlos en protocoles clinicos (Kronenweit et a1, 1998).

Los liposomas son utiles en la practica clinica, en el rastreo linfitico por
cenielleo en ¢l que se uiilizan microparticulas marcadas o coloides que se
distribuyen en la corriente linfatica; en !z actualided se ha propuesto una nueva
estrategia alternativa, enviando liposomas con marcaje dirigidos a los

macrdfagos de esas zonas (Pittet, et al., 1995).
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Otra forma de utilizacion de liposomas es para la fabricacién de vacunas
mediante la encapsulacién del antigeno para generar respuesta de los linfocitos
T citotdxicos (CTLs, dei inglés: cytotoxic T Tymphocyte). De hecho, existe
informacién acerca de ia estimulacién de CTLs por antigenos liposomales, lo
que zpova ta idea de la utilizacién de liposomas como vacunas sintéticas contra
antigenos intra o extracelulares (Alving y Waself, 1994; Kersten v Crommelin,
1895; Rao, et al,, 1995; Barnes y Michell, i995; Lezama-Davila y Gallagher,
19935; Bergers, et al, 1994; Alving,1993; Ho, et al,, 1994; Nair, et ai,, 1993).
Existen estudios acerca del procesamiento de ios antigenos liposomales por los
macrofagos y varos autores proponen que el antigeno es procesado por los
macrofagos a través de un proceso citopldsmico que resulta en la liberacién de
ios epitopes del antigeno af aparato de Golgi y al reticulo endoplismico. Los
epitopes antigénicos fiposomales podrian asociarse a las moléculas MHC ciase |
y transportarse en vesiculas hacia la superficie de las células para la
presentacién e induccién de CTLs (Alving y Waseff, 1994; Rao, ot al, 1993,
Bames y Mitchell, 1995; Alving,1993).

Es importante resaltar que los tiposomas también han sido vitiles en el
estudio de las caracteristicas de diversos receptores en macrofagos. Los
receptores “scavenger” involucrados en la captacién de lipidos tales como el
colesterol, han sido estudiados con la ayuda de liposomas, se sabe que estos
receptores se unen a lipoproteinas de baja dewsidad LDLs (LDLs, del inglés:
low density lipoproteins), que son las principales acarreadoras del colestero!
sanguineo. Las LOLs se presentan va sea en forma acetilada v oxidada {AcLDL
y OxLDL). Utilizando liposomas se ha encontrado que la asociacidén de

fosfolipidos cargados negativamente con LDLs, incrementa la ingestién ¥y
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deposicitn de ésteres de colesteril por los macrofagos (Greenspan, et al,, 1995).
Otros autores han encontrado que el grupo lateral es critico para el transporte de
esteroles de los lisosomas al citoplasma, sus datos sugieren que la zcumulacisn
de fitoesteroles endocitados en fagolisosomas no es una consecuencia de la
inhabilidad de la célula para esterificar esteroles en el reticulo endoplasmico,
$ino que los macréfagos pueden discriminar entre esteroles que difieren sélo en
un grupo etife o metilo (Sato, et al, 1995), ademés, st han encontrado
evidencias de que estos receptores juegan un papel significative en el
reconocimiento de células dafiadas o apoptéticas {Sambrano y Steinberg, 1693),
Se ha demostrada que la modificacion de LDL en el plasma humano confiere
propiedades aterogénicas a esta proteina; esta modificacién es una reaccién en
cascada que incluye desializacién, pérdida de lipidos, reduccion en el tamafio de
la particula, incremento en la carga electronegativa v peroxidacién de lipidos
{Tertov et al.,1998). Utitizando liposomas, se ha determinado que los receptores
“scavenger” clase B SR-BI y CD36 son receptores para fosfolipidos anidnicos
(Rigotid, et al., 1995).

Mas ejemplos de estudios de receptores con ayuda de liposomas son el
reconocimiento y eliminacién de liposomas conteniendo fosfatidilserina, en los
que se ha encontrado que este es un proceso mediado determinantemente por
opsoninas del suero (Liu, et al., 1995). En otros estudios se ha descrito la
contribucién de los receptores de manosa activando el proceso de fagocitosis de
erftrocitos opsonizados con IgG a través de FeyRs; ademds, encontraron que
1as lectinas pueden participar en la transduccién de la sefial en Ia activacidn de
macrofagos por liposomas (Murai, et al, 1993}. En cuanto z la activacién de

receplores se ha enconirado que ¢l de IL-1 es modulado per lipopolisacaridos de
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paredes bacterianas (LPS) encapsulados en liposomas (Marguette, et al., 1994;

Dieter, et al., 1995)

Paraddjicamente, los articulos que describen diferentes usos y
formulaciones con liposomas han dismipuido, ya que en lz actualidad se
registtan clentos de patentes al afio con formulaciones y usos especificos de

estas particulas (Soto, 2000).

E: UTILIZACION DE  LIPOSOMAS COMO
VEHICULQS PARA CITOCINAS.

i.- Encapsulamiento de citocinas en liposomas

Actualmente se han encapsulado diversas citocinas en liposomas y se ha

observado que pueden ejercer sus funciones tanic en céluias en cultivo commo i

vive.

Uno de los primeros informes de una citocina encapsulada en liposomas
data de 1985 en ef cual un factor denominado MAT (Factor activador de
macréfagos, del inglés: Macrophage Activating Factor) producido por
linfocitos, termoesiable y espacie especifice, al ser encapsulado en liposomas
podia romper la barrera de la especificidad (Kleinerman vy Fuller, 1985). Esta
citocina ejerce sus funciones estimulando un receptor interno después de haber

iraspasado la mermbrana de a célula no especifica.

58




Maree Tedreo

Se¢ han utifizado [L-1, TNF e IFNy encapsuladas en liposomas para
causar efectos tumoricidas en células de céncer de mama (Saito, et al, 1995,
Coradini, et al, 1998). Ademés se ha utilizade TNFu encapsulado para
combatir sarcomas (van der Veen, et al., 1998) asi como IL-2 para tratamierto

de metastasis en higado (Okuno, et al., 1998).

2.- Union preferencial de los liposomas e sus células bianco

La capacidad fagocitica de log macrdfagos y su participacién en la
degradacidn de los lipidos hacen que estas células sean la via principal de
caplacién de los liposomas. Precisamente, por esta razén se han fabricado
liposomas modificados o no convencionales (Lasic, 1996) para permitir que
circulen o permanezean por més tiempo en el sitio de inyeccién y de esta

maners sean capaces de liberar su carga para que ésta ejerza su funcion.

En la década de los B0s, los macrofagos comenzaron a ser muy
estudiados iz vivo, con la finalidad de determinar su participacion precisa en
diferentes procesos biolégicos; por Io anterior se infenté suprimir ciertas
poblaciones de macrofagos para facilitar esta determinacidn. Se eliminaron
poblaciones usando asbestos o silice (Kagan y Hartmann, 1984), carragina
{Shek, et al, 1982) u ctros tratamientos (Pinio, et al., 1989); sin embargo,
existian inconvenientes debido a que la supresidn era incompleta o habia
efectos colaterales causados por el material. En 1984, se introdujo una estrategia
basada en la liberacidn intracelular de una sustancia letal para los macrofagos,

ilamada cledronate (diclorometilen-bifosfonato), encapsulada en liposomas, lo
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que ha permitide diversos estudios sin ninguna interferencia (Van Rooijen y
Sanders,1994). En adelante encapsuliar en liposomas diversas sustancias, para su
posterior ingestidn y procesamiento por los macréfagos, ha sido una poderosa y
til herramienta en diversos estudios ¥ aplicaciones en ciencia basica ¥
medicina.

Se ha trabajado mucho para encontrar e! mejor método de eliminacién
de subpoblaciones especificas de macréfagos, los resultados indican que es muy
importante la composicion quimica, la carga eléctrica y ia via de administracién
de los liposomas con clodronato para conseguir la supresién deseada
(VanRoijen y Sanders, 1994). Es de suma importancia resaltar que si ¢l téxice
no es encapsulado en liposomas, ro tiene ningin efecto en la poblacién de
macrofagos (Camilleri, et al., 1995; Fraser, et al., 1995; Aramaki, et al., 1995).
El utihizar liposomas envenenados para estudiar la funcién de algunas
subpoblaciones de macrofagos ha sido de mucha utilidad; se ha descrito que la
eliminacién de los macréfagos del higado de ratones, permite en ellos que
células hematopoyéticas humanas vivan hasta por 12 dias (Fraser, et al., 1695).
Se han encontrado evidencias de no participacién de los macréfagos periféricos
0 sus secreciones en fa activacion sistémica de células T causada por
superantigenos bacterianos in wive. Adicionalmente, se ha descrito ls
participacién de los macréfagos en la encefalomielitis debido a que éstos
representan alrededor del 50% de las células mononucleares que rodean a
lesiones perivasculares del sistema nervioso central de ratas que sufren esta
enfermedad (Huitings, et al, 1995). En otros estudios se encontrd que ai
eliminar los macréfagos alveolares de ratas y ratones con liposomas, se

amplifica fuertemente la respuesta inmune a antigenos inhalados, en particular
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de respuesias de anticuerpos secundarios dependientes de céiulas T de memoria,
per lo que se concluye que el papel de los macrdfagos residentes alveolares es la
modujacién de respuestas inmunolGgicas ante la diversidad de antigenos que
entran por esta via (Sirickland, et al., 1993). Resuita muy interesante ver los
estudios comparativos con varias subpoblaciones de macrdfagos eliminadas con
liposomas altemativamente; por gjemplo, se ha estudiado la eficacia de los
macréfagos de bazo v de las células dendriticas para ta induccidn exitosa de la
respuesta de linfocitos citotoxicos restringidos de clase I, la cual depende de la
apropiada presentacién del antigeno por tas APCs (células presentadoras de
antigenos; del inglés: antigen presenting cells), los autores estudiaron la
distribucién de liposomas y su antigeno y encontraron que las células
dendrificas son mas eficientes, pere si los macréfagos del bazo son eliminados
antes del proceso, las células dendriticas se¢ vuelven ineficientes (Nair, et al,
1695).

Algunos investigadores han odificade liposomas afadindoles
azlicares para dirigirlos a poblaciones especiales de macréfagos; ademas, se
postula que asociar aziicares con diversas proteinas, puede faciiitar la unién de
€stas con su receptor (Kichler y Shuber, 1995; Wadhwa y Rice, 1995; Yachi, et
al., 19935).

3.- Liberacion de igs citocinas en las célufas Blanco

La Iiberacidn de las citocinas en sus células blanco es un punto que 0o

ha sido muy estudiado. Como ya se menciond, los macréfagos son la via
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principal de captacién de los liposomas, por lo que se estin utilizando
liposomas estabilizados para hacer Hegar medicamentos, citocinas o diversas
moleculas a una poblacién celular especifica, precisamente librando la
fagocitosis por los macrofagos de estas vesiculas. Independientemente de la
céiula blanco a la cual van dirigidos, al parecer los liposomas pueden seguir 3
caminos para interaccionar con ellas: fusionarse con la membrana plasmética y
liberar su contenido en el citoplasma, entrar en la célula via endocitosis o
fagocitosis; v romperse cn un 4drea cercana a la célula blanco, liberands su
contenrido permitiendo que entre en contacto con las células {Poste, 1980; Zhou
y Huang, 1994).

En estudios recientes s¢ ha demostrado que una glicoproteina sérica se
une a los liposomas formados con fosfatidilcolina y sirve como uma
intermediaria para fa interaccién de estas particulas con los macrofapgos;
ademas, se describe que la modificacién guimica de residuos de lisina y cisteina

anulan el efecto de esta proteina sérica (Balasubramanian y Schroit, 1998y

En estudios realizados sobre de la liberacidn de farmacos, se encontrd
que la permeabitidad de la membrana es determinante para el paso de éstos, no
asi su difusion. Por lo anterior, se ha propuesto que Ia membrana puede

participar en el control de este proceso (Imanidis et al., 1998).

Por 4ltimo, es importante mencionar que se ha encontrado que la
composicion quimica de la membrana de los liposomas tiene una importante

participacion en la tasa de transicion de arreglos en los péptidos transportados
{Salom et al , 1998).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL: FEvalnar la diferenciacidon celular de
macrofagos residentes de cavidad peritoneal in vitro ¢ In vive, mediante la

expresion de Fcy Rs y la secrecidén de oxido nitrico, inducidos con IL-15 e

INF- 7 encapsulados en liposomas y determinar el tipo de Fey Rs expresados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Inducir la aparicion de receptores FcyRs en macrdfagos peritoneales de
ratén in vitre mediante ia admimstracion de IL-1 § e INF-y encapsulados

en liposomas.

2. Evaluar la produccién de oxido nitrice inducido por IL-15, e INF-y

encapsuladas en liposomas.

3. Utilizar liposomas con o sin citocinas & vive, para evaluar la diferenciacion
funcional y morfolégica de los macrdfagoes residentes de cavidad peritoneal

a diferenies tiempos.

4. Ewvaluar la aparicidon de Foy Rly Foy RIL inducidos & diferentes tiempos
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PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA

Con células hematopoyeticas, especialmente macréfagos, nuestro grupo
de frabajo ha hecho importantes avances en el entendimiente de Ia

diferenciacion celular normal, evaluada a través de la aparicion de los diferentes

Se ha determinado que ademss del IFNy; la [L-1( v Ja -6 son inductoras de la
aparicion de Foy Rs en macréfagos normales v leucémicos de ratén {Santiago et
al, 1996). Ademds, sc ha encontrado expresién diferencial de FcyRs en

diversos estados de diferenciacion y, en presencia de IL-13, en macrofagos
normales y en lineas leucémicas {Santiago et al, 1993, Corona de Valdés et al,
1996). Por lo anterior, podemos afirmar que hemos encontrade diferencias
importantes en la expresién de Fcy Rs en diferentes estados de diferenciacion y

con la presencia de diferentes citocinas; sin embargo, nada se ha hecho ann

acerca de este proceso in vivo.

En otro orden de ideas, los liposomas son una herramienta de gran
utilidad, debido a que garantizan que pequefias concentraciones de cuaiquier
sustancia lleguen al blanco adecuado reduciendo la toxicidad o efectos
colaterales causados por el paso de las sustancias por el torrente sanguinec. En
fa actualidad estas particulas han sido ampliamente utilizadas en una diversidad
de aplicaciones; tales como vehiculos parz la transfeccion de material genético,
liberadores de farmacos en sitios especificos y como modelos de diferentes

tipos de mernbranas biologicas normales y transformadas.




Planteanuento del Problema

Debido a que practicamente en cada regidn especifica del cuerpo existen
macr6fagos residentes y a que en procesos infecciosos o inflamatorios llegan a
sitios especificos gran cantidad de macrofagos inducidos; es importante
encontrar las condiciones ideales para Ia evaluacién iz vive de la interaccidn y
accién diferenciadora de diversas citocinas sobre ambos tipos de poblaciones
celulares. Lo anterior abre el camino para que en un futuro estos mediadores
biclégicos y diversos medicamentos puedan utilizarse de forma clinica,

principalmente en el fratamiento de enfermedades relacionadas con los

macréfagos, como autoinmunes v diversas formas de céncer.

Por lo anterior, un adelanic en el entendimiento de la diferenciacion
celular de los macrofagos, es ¢l estudio in vive de la influencia de diversas
cifocinas en este proceso. Este avance puede lograrse elaborando liposomas
conteniendo el material necesario para la investigacién y administrandolos por
la via adecuada s Tatones, para posteriormente proceder a la extraccion y
evaluacion del grado de diferenciacién de los macréfagos. En e presente trabajo
se utilizaron [i.-1 B e IFNy encapsulados en liposomas para evaluar la expresién
de Fcy Rs y la produccitn de éxido nitrico (pardmetros de diferenciacién) en
macrofagos peritoneales residentes de ratén. Asi mismo, se complementé la
informacion funcional con la observacién de cambios morfolégicos apreciados

en microscopia electrénica.
Tradicionalmente, los FcyRs se detectan evaluando, por roseteado

(Santiago, et al, 1993) o por técnicas espectrofotométricas {Mendoza et al,

1996); la union a éstos de eritrocitos opsonizados con IgG. Sin embargo, existen
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Plantedannento del Problemq

3 tipos diferentes de elios y existen anticuerpos monocionales para un sélo tipo
de Fcy Rs de ratén y ninguno en forma comercial. En nuestro laboratorio se ha
trabajado en la obtencion de dichos anticuerpos para precisar qué tipo de
Fo ¥ Rs aparecen en macréfagos normales o leucémicos y con la presencia de
diversas citocinas (Flores et al, 1996). Adicionalmente, en la actualidad, se

conocen secuencias especificas para cada tipo de receptor, 1o que posibilita su

andlisis mediante la técnica de RT-PCR.

Por lo anterior se utilizaron citocinas solas o combinadas encapsuladas
en liposomas para inducir la aparicidn de Fcy Rs en macrofagos peritoneales v
evaluar la expresion del tipo de Fey R inducido. Bsta evaluacién cobra
importancia debido a que dia con dia se estin asociando nuevas funciones a
cada uno de los tipos de Fcy Rs, especialmente parz los de tipo 1 v II se estan
estableciendo patrones de comportamiento e influencia de cada uno de elios en
las diferentes formas de diferenciacién que llevaran 2 la madurez y funcién
completa de las subpoblaciones de macrofagos, lo que nos coloca en la
posibitidad de intervenir en la via de diferenciacién deseada para su

manipulacion, en el caso de que sea necesario reatizarla, mediante citocinas

encapsuladas de forma segura.

Por dliimo, definitivamente el uso de liposomas es ilimitade, es posible
la aplicacién de esta biotecnologia en otros sisternas y tipos celulares, lo que
facilitaria el tratamiento de una amplia variedad de enfermedades, usilizando
diversos protocolos; por ejemplo, ADN para terapia genética, principios activos

en bajas concentraciones y ciiocinas en forma especifica v segura.
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HIPOTESIS

Las citocinas son péptidos o glicoproteinas sintetizadas o secretadas por
distintas células del cuerpo. Son compuestos potentes en extremo, que
estimuplan funciones especificas en las células blanco con conceniraciones
minimas. Debido a los efectos de estas citocinas en el desarrolle v maduracién
de células hematopoyéticas, asi como de su intervencion en diversos procesos
blolégicos relacionados con éstas, se ha despertado un gran interés para su

aplicacién climca.

Nuestro grupo ha demostrado que las citocinas TL-1p y el IFNv inducen
la expresién de Foy Rs tanto en macrdfagos normales de la cavidad peritoneal,
como en macrdfagos provenientes de lineas celulares leucémicas. Sin embargs,
el efecto inductor de estas dos moléculas sélo ba sido evaluado m varre, por lo
que teniendo en consideracion que los liposomas se utilizan para encapsular
segura y adecuadamente diversas sustancias, si encapsulamos en liposomas la
IL-1p v el IFNy y se las proporcionamos iz vive a subpoblaciones de
macrofagos residentes de la cavidad penitoneal, podremos evaluar su efecto en
la diferenciacion de estas células, principalmente en la expresion de FcyRs y la
activacién celular, para conocer si el efecto observado in witro puede ser
generalizado a poblaciones de macréfagos no manipulades fuera del organismo
v tensr la posibilidad de conocer como estas citocinas encapsuladas participan

en los procesos normales de activacidn-diferenciacion de los macréfagos.
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MATERIALES Y METODOS

Material bioiégico.~ Se utilizaron ratones hembras o machos de las
cepas CD-1, CBA, NIH o 12 F1 de la cruza de BALB/c X BLACK/c57 de 6-8

semanas de edad.

Citocinas.- Se utilizaron rth IL-103 y rm IFNy { MMUNEX,USA).
Soluciones.- Ver ANEXO 1.

Caliivo celular.- Todos los cultivos se efectuaron en incubadoras a una
temperatura de 37°C, con humedad saturante y 10% de CO». Se utilizarcn los
medios de cultive REMI 1640 (Microlab, México) ¢ IMDM (GIBRCO Labs,
USA), suplementados con suero fetal de bovino al 10% (GIBCO Labs, USA)
Inactivado previamente a 56°C (medio suplementado). Para el cultivo se
atilizaron cajas Petri de 10 mm de didmetro o placas de 24 pozos (Nunclon,

Dinamarca).

Formacién de liposomas.- Los liposomas neutros y negatives fueron
preparados mediante el método de Szoka (Szoka y Papahadjopoulus, 1578). Se
usaron 10 pmoles de lipidos (Fosfatidileolina (PC): Fosfatidiletanolamina (PE):
Colesterol (CH), 4:2:4 y PC:Fosfatidilserina (PS):CH 6:3:1, respectivamente)
disueltos en I ml de cleroformo, los cuales se colocaron en un matraz cénico de

2 bocas de 50 ml de capacidad. El disolvente se evapord a presion reducida y se
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Materigles y Métodos

afladieron 1.2 ml de éter dietilico y 333 pl de medio de cultive con o sin
citacinas. Se agitd con vortex durante 45 segundos a la méxima velocidad v se
procedié a evaporar el solvenie por 45 segundos més en agitacion. La
suspension lechosa de liposomas se resuspendid en 10 ml de medio de cultivo
sin suero. Para eliminar la citocina no encapsulada, se procedié a lavar la
suspension por ultracentrifugacién a 220,000 g y la pastilla de liposomas se
resuspendid en 10 ml de medio de cultivo. Por tltimo, la suspension se filtré en
membranas Millipore (Miilipore, USA) con poros de 0.22 um de didmetro para

obtener la preparacion estéril.

Los liposomas catidnicos o positivos se¢ prepararon por sonicacidn,
disolviendo 10 umoles de lipidos (Espermidin-colesterol (EspCH): PC, 5:5) con
1 mi de cloroformo, se evaposd el solvente con aire estéril, se adicionaron 333
ul de medio de cultive con o sin ciiocinas y se procedid a somicar por 3 ciclos
de 5 segundos por 30 segundos de reposo; por ditimo, se resuspendieron en 10
ml de medio de cultivo sin suero, Para eliminar la citocina no encapsulada, se
procedid a lavar la suspensidn por ultracentrifugacidn, menieniendo en todo
momento a la suspensidn estéril debido a que estos liposomas no pueden ser

filirados, pues por sus caracteristicas se adhieren a las membranas Millipore.

Obtencién y cultivo de poblaciones enriguecidas de macréfagos de
la cavidad peritoneal.- Se sacrificaron ratones por dislocacién cervical y se
obtuvieron células de cavidad peritoneal mediante lavado con IMDM, se
lavaren por centrifugacién y se sembraron 5 X 10° en placas de microculuve o
4 X 10° en cajas Petri. Después de una hora, se retiré el sobrenadante v se

procedid a lavar los pozos o las cajas con medic de cultivo, Las células
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Materiales v Métodos

adheridas (poblacién enriquecida) se cultivaron en presencia de medio
suplementado durante 24 horas. Transcurride este tempo, se lavaron los pozos
0 las cajas con medio (cultivo estabilizado) v se procedié a estimular, en
ausencia de suero, a las poblaciones enriquecidas y estabilizadas, con o sin
citocinas libres o encapsuladas en liposomas. Después de la estimulacién, los
pozos o cajas fueron lavados con medio de cultivo, se procedid a colocarles
medio suplementade y a incubar las placas durante 2 dias mas. Transcurrido
este tiempo, las céiuias fueron evaluadas con la técnica de deteccidn de la
aparicién de Fc y Rs y el medio de culfivo usado para determinar la presencia de

nifritos {productos indicadores de la secrecion de dxido nitrico).

Cuando foe requerido, para evaluar los cambios morfoldgicos, se

procedié a fijar y preparar las células para microscopiz electrénica

Cinética dosis-respuesta a lipesomas vacios en la cavidad
periteneal.- Se inyectaron 300 pl de medio IMDM o de liposomas neutros
vacios en la cavidad peritoneal de los ratones a ensayar. Transcurridas 2, 16, 24
y 48 horas, grupos de 5 animales se sacrificaron respectivamenté y se procedio a
obtener las células mediante un lavado de cavidad peritoneal con IMDM.
Posteriormente se procedié a enriquecer la poblacidn de macréfagos, como se
describié anteriormente, y a evaluar su diferenciacion funcional (aparicién de

Foy Rs y secrecién de dxido nitrico) v morfolégica.

Efecto in vivo de la estimulacién con citocinas emcapsuladas en
liposomas.- Se inyectaron 600 ul de liposomas en la cavidad peritoneal de los

ratones. Después de 2 horas de estimulacidn, ios animales se sacrificaron y se
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procedi a obtener las células mediante un lavado de cavidad peritoneal con
IMDM. Se procedié a sembrarlas tante en placas de cultivo como en cajas Petri
para obtener cuitivos enriquecidos de macrofagos. Después del lavado, las
placas continuaron 2 dias en cultivo con medio suplernentado, para después ser

evaluadas en su produccidn de éxido nitrico y la aparicién de Fcy Rs. Por otra

parte, las células de ias cajas fueron lisadas para la obtencion de ARN.

Determinacién de Iz aparicién de FeyRs mediante la téenica
espectrofotométrica con ortofenilendiamina (OPD).- Las células se cubrieron
con 100 pl de eritracitos de camero al 2% recubiertos con IgG de conejo, se
incubaron durante una hora a 4°C, se decanté ¢l sobrenadante v se 1avé 3 veces
cada pozo con solucién amortiguadora de fosfates (PBS) fria. Finalmente, se
colocaron 200 pl de la solucién de OPD. Después de 7 minutos se procedi6 a

evaluar la reaccién colorida en un espectrofotdmetro para microplacas (Elx-800,

BIO-TEK Instruments, INC., USA) 2 490 nm.

Determinacién de ARN de los diferentes recepiores por reaccién en
poiicadena con retrotranscriptasa (RT-PCR).~ Se obtuvieron entre 5 y 10 X
10° células adherentes de la cavidad peritoneal de ratones y s¢ lisaron en la caja
cor: 1 ml de TRIZOL (Gibco BRL, USA}; posteriormente con ayuda de un
gendarme y una pipeta se colocaron en tubos eppendorf, se adicionaron 25 pl de
acetato de sodio 2M y 1 ml de fenol saturado a 60°C, homogeneizando al
agregar cada reactivo. Se incubd el contenide de cada tubo con 100 ml de

mezela Sevag durante 10 minutos a 4°C, se centrifugéd a 14000 mpm durante 5
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minutos a 4°C y se obtuvo la fase acuosa. Se adicionaron 12.5 ! de cloruro de
sodio 5M y 31.25 ul de isopropanoi frio, se permitié la precipitacidn durante
toda la noche a -70°C. El ARN se obtuvo por centrifugacién y la pastilla se
resuspencié en agua dietilpirocarbonatada para proceder a la cuantificacién
mediante absorbencia en el espectrofotémetro a 260 nm. Parz la
retrotranscripeion se utilizé 1 pg de ARN en presencia de cloruro de magnesio,
dNTPs, oligo dT, inhibidor de ARNasas, retrotranseriptasa v DTT, durante 1
hora a 42°C. Los productos de 1a reaccion fueron utilizados para la reaccién en
policadena en presencia de los oligonucledtidos adecuados durante 1 ciclo de 4
minutos a 94°C, 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1.5 minutos a 35°C y 3 minutos

a 72°C; y por dltime 1 ciclo de 10 minutes a 72°C.

Los oligonuclediidos usados fueron:
e FeyRlIsenfido.- CTGCAGGAGTGTCCATCACGGTGAAAGA.
e FeyRl antisentido.- GGATGTGAAACCAGACAGGAGCTGATGA.

e FeyRH sentido.- GGATGTGAAACCAGACAGGAGCTGATGA.
¢ FcyRID antisentido.- GCAGCTTCTTCCAGATCAGGAGGA.

Preparacidn de muestras para microscopta electrdmica.- Las células a
observar se fijaron en su caja durante unz hora en glutaraldehido al 1.5% en
solucién amortiguadora de cacodilato pH 7.4. Las células fueron desprendidas
de ias cajas con ayuda de un gendarme de plastico y se colocaron en tubos
eppendorf, se lavaron y se colocaron en OsQy al 1% en solucién de Miltoning
durante 12 horas a temperatura ambiente. Se les retird el postfijador v se

procedio a la deshidratacion con etanol en concentracion creciente de 70% al
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100% para terminar con propilendxido:epon 1:1 y su preinclusién en epon
100% en el tubo cerrado. Después de 24 horas se permitid la evaporacién del
solvente durante al menos un dia. Se procedié a rellenar con epon y se
colocaren en estufa a 60°C durante 48 horas para permitir la polimerizacién. Se
realizaron los cortes, se colocaron en rejillas, se contrastaron con citrato de
plome y se procedié a la observacidn en un microscopio electrdnico de

transmision (Zeiss EM 10, Germany).

Evaluacién de 12 producciée de xido aitrice.- La determinacion de la
concentracién de nitritos (productos estables finales del éxido nitrico) en los
sobrenadantes de los cultivos, se realizo por 1a reaccion de Griess adapiada a
microplacas. Se afiadieron 40 pl de reactivo de Griess a 150 ul del sobrenadante

Wy
se procedié a medir la absorbenciz a 540 nm en un espectrofotémetro para

microplacas (Elx-800, BIO-TEK Instruments, INC., USA).

Obtencion de oro cofeidal.- La formacidn de oro coloidal se basa en la
reduccidn controlada de una solucién de 4cido tetraclorodurico. Para obtener
particulas de aproximadamente 5 nm de diametro, se utilizd una modificacion
del método de Millphordt (Millphordt , 1982) utilizando citrato de sodio v 4cido
tanico como agentes reductores.

El material se lavé perfectamente con agua nanopura, se hirvieron
duranie & minutos 100 ml de vna solucién de 4cido tetraclorodurico al 1%, se
mezclaron 2ml de citrato de sodio al 1% con .45 ml de 4cido tanico al 1%, se
afiadid esta mezcla répidamente a la solucidn de acido tefraclorodurico y se

agitd por 15 minutos. La solucidn de oro coloidal se enfrid v guardd en
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condiciones estériles. El tamafio y forma de ies particulas fue verificado por

microscopia electrénica, obteniéndose un didmetro de 5 nm.

Disedio Estadistico

Cada experimento se realizd al menos 2 veces por cuadruplicado. Se
reehizé un andlisis exploratoric de datos para comparar los diferentes
tratamientos y los diferentes dias en que fueron realizados. El andlisis
exploratoric se realizd con ayuda del paquete estadisticc STATA v la
comparacién de las medias por dia y tratamiento mediante una prueba de
Bonferroni en el mismo paquete. Las grificas mostradas pertenecen al

experimento de un mismo dia.
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RESULTABOS

INDUCCION in vite A LA DIFERENCIACION DE
MACROFAGGOS RESIDENTES DE LA CAVIDAD
PERITONEAL DE RATGN, POR LIPOSOMAS DE
DIFERENTES COMPOSICIONES LIPIDICAS.

Tiempo minimo de estimulacion in Vitro con IFNy para inducir la aparicion
de Fcy Rs y la liberacidn de dxido nitvice en macrifagos residentes de
cavidad peritoneal.

Con la finalidad de determinar el tiempo minimo de permanencia de la
citocina para la induccién a la diferenciacién in vitro de macréfagos residentes
de la cavidad peritoneal, se realizaton lavados de dicha cavidad a ratones
machos de la cepa CD-1 y se establecieron cultives erriquecidos como se

describe en fa metodolegia.

Los macréfagos se estimultaron con 50 U/ml de IFNy durante 2,4,8y
12 horas, en ausencia de suero fetal de bovino. Transcurrido este tiempo, los
cultivas fueron lavados, se les adiciond medio de cultive suplementado v se
incubaron a 37°C con 10% de CO,. Al término de 48 horas, se procedié a
evaluar a presencia de receptores para Ja porcion Fe de las inmunoglobulinas v
la produccién de 6xido nitrico. Los resultados obtemdos mostraron que en
ambos casos, 2 horas de estimalo es tiempo suficiente para que la induccién a la
diferenciacion se fleve a cabo (Figuras R1A y RIB); cabe aclarar que la
literatura sefizla que el éxido nitrico comienza a secretarse después de 6 horas
del estimulo y continda alrededor de 18 horas mas (Donell,1994); y que para
que los receptores aparezcan es necesario esperar 2 dias mas (Fiores,1991), ya

sea en ausencia o en presencia de la citocina.
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Resuliados

] FIGURA RIA
DURACION DEL ESTIMULQ CON IFN-7 PARA LA
APARICION DE Fcy Rs
a0
{38
030
5 223 é%
':g-: Q15
2l ;
i oo : B ;
vo L =i =
CONTROL  FN2hrs 4 brs FNBhrs FNi2hrs IPN4B hrs

. FIGURA R1B
DURACION DEL ESTIMULO CON IFN-y PARA LA

SECRECION DE OXIDO NITRICO
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Poblaciones enriquectdas de macrofagoes d¢ la cavidad pertoneal de ratones CD-1, fueron
estimurladas con IFN ¥ (50 w/ml ) durante 2, 4, 8 ¥ 12 horas Después de la incubacién, los

culitvos se lavaron v se mcubaron en presencia de media suplementado, por 2 dias mis
TFinalmente, se evalud 12 apancidn de Fo ¥ Rs (Fig R1A) v Ia secrecién de dxido mitnico (Fig
RIB}

Control. células cultivadas 48 horas en presencia de medio suplementado

Control positrve (IFN 48 hrs) células cuthvadas 48 horas en medio suplementada con 50 Li/m]

de IFN Y

significativamente diferente al control negaivo
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Resulrados

Liposomas neutros o negatives come vehiculos para transporiar IFN y para

estimuiar in VIf0 a macrifagos peritoneales de ratones CD-1,

Con el objeto de determinar la concentracion necesaria v el tipe de
liposoma adecuado para acarrear IFN 7, se obtuvieron cultivos enriquecidos de
macréfagos residentes de cavidad peritoneal de ratones CD-1 y se estimutaron
durante 2 horas con IFNy libre o encapsulado en liposomas neutros o
negativos. Transcurridos 2 dias, se evalué la aparicién de Fey Rs v la secrecion

de oxido nitrico.

Los resultades obtenidos indican que los liposomas neutros conteniendo
IFNy en concentracidn ya sea andloga a la libre (50 U/ml), o 10 veces menor,
inducen la aparicién de Fey Rs (Figura R2A) pero no la produccién de éxido
nitrico (Figura R2B). Es importante mencionar que utilizando una dosis menar

de IFNy encapsulado en liposomas fue posible obtener una mejor respuesia

comparada con la citocina libre (Figura RZA), por lo que esta concentracion se

1sc en los ensayos posteriores,
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FIGURA R2ZA
APARICION DE Fey Rs ESTIMULADROS

CON LIPOSOMAS NEUTROS QUE CONTIENEN IEN ¥
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FIGURA RIB
SECRECION DE OXIDO NITRICO INDUCIDA POR
LIPOSOMAS NEUTROS QUE CONTIENEN IFNy.
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Se cultivaron poblaciones ennquecidas de macrofagos de la cavidad peritoneal de ratones
CD-1 para evaluar lz expresion de Fe ¥ Rs (Fig R2A}y la scerecion de dxdo nitrico (Fig

R2B}. Las células fueron expuestas a medio de cutive (CONTROL), 2 IFN ¥ (50 Ufrel)
(control positivo) ¥ 2 hpospmas neutros vacios {LIP VAC) o con IFN Y (5 y 30 U/,

respectivaments) por un perfodo de 2 horas Transcurrido este tiempo, las célutas se lavaron
¢ meubaron por 2 dias mas en presencra de medio suplementado

.

3
sigmificativamente diferentes al control negativo.
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Resultados

Por tlumo, el IFNy encapsulado en liposomas negativos indujo una
respuesta ligeramente superior, aunque sin diferencia significativa con respecto
al control, en la induccién a la aparicién de Foy Rs (Figura R3A) v en el caso de

la liberacién de dxido nitrico se obtuve una respuesta similar a la anterior

usando los liposemas negativos vacios (Figura R3B).

. FIGURA R3A
APARICION BE Fey Rs INDUCIDOS POR LIPOSOMAS NEGATIVOS
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Resultados

_ FIGURA R3B
SECRECION DE OXIDO NfTRICO ESTIMULADA POR
LIPOSOMAS NEGATIVOS CONTENIENDO IFNy .
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Se cultivaron poblaciones ennquecidas de macrdfages de la cavidad pentoncal de tatones
CD-1 para evalvar la expresion de Fo 7 Rs (Fig R34) v Iz secrecién de oxdo nitnco (Fig

R3 B). Las células fueron expuestas a medio de culuvo (CONTROL), & IFN ¥ (5 Lumi)
{control positivo) ¥ 2 liposormas negativos vacios (LIP VAC) o 5 U/ml de IFN ¥ (LIFIFN 3
U/ml) por un periodo de 2 horas. Transcumndo este tiempo, las células se lavaion e
ncubaron por 2 dias mds en presencia de medio suplementado.

sigmficatvamente diferentcs al control negativo.

Liposomas neatros o negativos come vehiculos para transportar IL-1 3 para

estimular, in Vitro, a macréfages peritoneales de ratones Ch-1,

Anilogamente a los experimentos realizados con IFNy | se cbtuvieron

cultivos enriquecidos de macréfagos residentes de cavidad peritoneal de ratones

CD-1 y se estimularon duranie 2 horas con IL-1 3 libre o encapsulada en

liposomas neutros o negativos. Transcurridos 2 dias se evalué la aparicién de

Fey Rs y la secrecion de 6xido nitrico.
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En el caso de los liposomas neutros fue necesario reducir 10 veces la
dosis a encapsular de la citocina, debido a que la dosis usual (10 ng/mi},
produce un efecto adverso impidiendo la formacién de estos acarreadores. Los
resultados muestran que usando liposomas neutros para inducir la aparicion de
los FcyRs, la presencia de los liposomas vacios es suficiente para obtener
respuesta (Figura R4A); sin embargo, en presencia de IL-I f en ningun caso se
detecta la presencia de oxido nitrico en el medic de cultivo (Figura R4B). Al
utilizar liposomas negativos que contienen IL-1 4 encapsulada, los resultados
indican que con un décimo de la concentracion de IL-1 /5 que se usa
normalmente, se obtiene un efecto inductor de la aparicidén de Fec ¥ Rs, superior
en aproximadamente 20% a la del control positivo {citocina libre) (Figura
R5A); mientras gue aunque aparentemente existe un 30% de aumento en la
produccidén de éxide nitrico en presencia de liposomas negativos vacios, esta
produccidn parece no ser significativa si la comparamos con los valores
promedic obtenidos en los controles de este tipo de evaluacion, que en todos los

casos son de 200 a 300% superiores (Figura RSB).
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i FIGURA R4A
APARICION DE Fey Rs INDUCIDOS POR LIPOSOMAS NEUTROS

QUE CONTIENENIL-1 5.
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. FIGURA R4B
SECRECION DE OXIDO NITRICO ESTIMULADA POR
LIPOSOMAS NEUTROS QUE CONTIENEN IL-i 3.
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Se cultivaron pobiaciones enngquectdas de macréfagos de la cavidad pentoneal de ratones
CD-I para evaluar 1z expresion de Fo ¥ Rs (Fig R4A) y la secreaidn de dudo minco (Tig

R4B) Las céluias fueron expuestas a medio de cultivo (CONTROLY), a 10 ng/mi de IL-1 ﬁ

{IL-1) {contrel positivo) y a liposomas neutros vacios (LIP VAC) o con 1 ag/mi de 1L-1 ﬂ

(LIP IL-1), por un penodo de 2 horas Transcurrido este ftempo, las edlules se lavaron o
mcubaron por 2 dias més en presencia de medio suplementado

1.

sigmficativamente diferentes af control negative
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FIGURA RSA

APARICION DE Fey Rs INDUCIDOS POR LIPOSOMAS NEGATIVOS

CONTENIENDG IL-1 5.
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. FIGURA RSB
SECRECION DE OXIDO NiTRICO ESTIMULADA POR
LIPOSOMAS NEGATIVOS CONTENIENDO IL-1 3.
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Se cultrvaron poblaciones enriquecidas de macrdfagos de la cavidad pentoneat de raiones
CD-! para evaluar la expresion de Fe J Rs (Fig. RSA) v la seerecsdn de éxido nitneo (Fig.
RS5B) Las células fueron expuestas a medio de cultive (CONTROL), a | ne'mt de IL-1 [3
(IL-1) {control posttuve) ¥ a liposomas negatevos vacios {LIP VAC) o con | ngrml de ii-
1 ﬁ (LIP IL-1), por un peniedo de 2 horas Transcurnde este tiempo, las células se lavaron
e mcubaron por 2 dias mas en presenciz de medio suplementado

E
" sigmificatn amente diferentes al control negativo
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Comparacion morfolégice de macrofagos residentes de la cavidad pevitoneal
de vatones CD-I estimulados in vilro con lipesomas

Con la finafidad de evaluar una posible diferenciacién morfoldgica, se
procedié a procesar muestras de macrdfagos residentes estimulados con citocina
libte o encapsulada en liposomas, para microscopfa electronica. Las

observaciones indican que la presencia de estos acarreadores no provoca

cambios morfoldgicos en estas células (Figura RA).

’ FIGURA RA
LOS MACROFAGOS NO CAMBIAN SU MORFOLOGIA AL SER
IPOSOMAS.

2y

e

(b)

Se estimuiaron poblaciones eanquectdas de macrofagos residentes de la cavidad
pentoncal de ratones CD-1 con 50 U/mi de IFNy libre o encapsulado en hiposomas
durante 2 horas. Las células fueron lavadas y cultivadas por 2 dias mas Se fijaron y
procesaron para ser observadas con mucroscopio electrémico de transmision Zeiss
EM!I0 Es imponante sefialar que 1os iposomas vacios no pueden distinguise de las
vacualas de estas células (a) Macrélago estimulado con IFNy libre (6,300X), (b}
Macrofagos estimulado con hposemas conteniendo IFNy (12,500X}.
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INDUCCION in vivo A LA DIFERENCIACION DE MACROFAGOS
RESIDENTES DE LA CAVIDAD PERITONEAL DE RATONES CD-1.

Efecto de la inyeccicn de liposomas vacios en la cavidad pevitoneal de ratones
Cb-1.

Una vez determinadas las condiciones necesarias para la estimulacién in
vitrs, se procedis a realizar los primeros experimentos & vive. Con la finalidad
de saber si los liposomas pudieran causar un efecto irritante, se inyectaron en la
cavidad peritoneal 2 grupos de 20 ratones machos CD-1, va sea con 300 p1de
liposomas neutros vacics, o su correspondiente control sélo con 300 u1 de
medio IMDM. Se sacrificaron 5 ratones de cada grepo a las 2, 16, 24 y 28
horas. Se procedié a obtener poblaciones enriquecidas de macrdfagos residentes
para evaluar {a aparicién de Fcy Rs y la secrecidn de oxido nitrico. Ademas, se
determind ef nimero promedio de céiulas obtenido de cada grupo de ratones.
Los resultados indican que no existe cambio en ¢l aimero de células obfenidas
en ningtin grupe (Cuadro 1) v que para la aparicién de Fcy Rs se encuentran
cambios con respecto al control de tiempo 0, a las 2 y 16 horas en ambos
grupos. A las 2 horas se pudo detectar un aumento de 400% v 600% en ausencia
y en presencia de liposomas respectivamente con respecto al control del tiempo
cero, y a las 16 horas un aumento de aproximadamente 300% en ambos casos;
por lo que solamente a las 2 horas este anmente es mayor que el de su propio
control (Figura R6A). Por otra parte, en la evaluacién de la liberacion de 6xido
nitrico, se observa en general una disminucion de 25 a 75% en comparacion con

el control de tiempe §; sin embargo, en los tiempos de 2 y de 16 horas existen

88




Resuliados

diferencias de aproximadamente 60% con respecto a sus propios coniroles
(inyeccidn sin liposomas) ¢ incluso en el tiempo 16 horas la liberacién de dxido
nitrico supera en un 10% a la de las ¢élulas del tiempo O (sin estimulacion

alguna) (Figura R6B).

CUADBRO 1
NUMERO DE CELULAS OBTENIDAS POR GRUPO

Sin inocular (fiempo 0) 6.6 +/-0

2 (medic de cultivo) 5.5+/-1.5
2 (liposomas) & +-1

16 (medio de cultive) 6 +H-1

16 (liposomas) 6 +/-1

24 {medio de cultvo) 6 & +H-G
24 {liposomas) 0.6 +/-0
48 {medio de culfivo) 63 +-1.4
48 (liposomas) 6.25 +/-1.35

Se inyectaron grupos de ratones CD-1 con medio de cuitive o con hiposomas vacios
¥ grup

y se sacrificaron en los tiempos mencionados Se obtuwieron las eélulas

penieneales de cada ratén, se contaron y se promediaron por grupo
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FiGURA R6A

APARICION DE Fey Rs INDUCIDOS POR LIPOSOMAS
VACIOS APLICADOS in vive
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FIGURA R6B
SECRECION DE OXIPO NITRICO ESTIMULADA POR
LIPOSCMAS VACICS APLICADOS in vivo.
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Se inyectaron grupos de ratones CD-1 con medio de cultivo o con liposomas vacios y se
sacnficaron en los tiempos mencionados S¢ obtuvieron poblaciones enriquecidas de
macréfagos de la cavidad perstoreal v se evalud la expresion de Fe ' Rs (Fig RGA) y 1a
secrecidn de dxado nitrico (Fig RER)

e
" Srgmificativamente diferentes al control fegativo

@ Significaivamente diferente & su propto control
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Uso de liposomas negaiives encapsulande IFNy e IL-18 para la

estimulacicn de macréfagos residentes de la cavidad peritoneal I VIVO.

Con ¢l objeto de evaluar el efecto de las ciiocinas encapsuladas en
liposomas sobre los macrdfagos residentes de 1a cavidad peritoneal in vive, sc
inyectaron en la cavidad peritoneal de cada raidn 600 w1 de medio IMDM con
citocinas libres o encapsuladas en lipesomas negativos, 2 grupos de 5 ratones
para cada condicidon. Después de 2 horas de estimulacion, los animales fueron
sacrificados para obtener las céiulas peritoneaies y proceder a obtener cultves
erriquecidos de macrofagos residentes. Después de 2 dias, las células se
examinaron para evaluar la aparicion de receplorers Foy Rs vy ia secrecidn de

oxido nifrico.

Los resultados indicaron que en estas condiciones fa IL-1 2, va sea libre
o encapsulada en liposomas, no ejerce efecto alguno en la aparicién de Fey Rs y
que el IFNy encapsulade es el tnico que favorece la aparicidn de estos

receptores aumentando su expresion mas del 100% con respecto al control. Es
importante mencionar que estes liposomas negativos vacios también producen
un incremento de aproximadamente 25% en la expresidn de los Fey Rs (Figura
R7A). Por otro lade, en lo que se refiere a la secrecién de éxido nitrico no se
obtuvo estimulacidn en ningén caso; sin embargo, hubo un decremento de
aproximadamente 50% con la presencia de IL-1 £ libre o encapsulada (Figura

R7B)
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] FIGURA R7A
APARICION DE Fey Rs INDUCIDOS POR LIPOSOMAS

NEGATIVOS CON IL-1 8 E IFN» APLICADOS in vive
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FIGURA R7R
DETERMINACION DE LA LIBERACION DE GXIDO NITRICO
DESPUES DE LA ADMINISTRACION in vive DE LIPOSOMAS

NEGATIVOS CON IL-1 § E IFN-y
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Se nyectaron grupos de ratones CD-1 con IL-1 (10 ngml), IFN-¥ (50 Ui}, con

hposomas negatrnos vagios (LIP VAC) v con jL-1 (10ng/ml) (LIP [L.1} o IFN-¥ (50

wWMLY ip 1fn), ademis medio de cultive como control (CONTROL} Se pracedit a
sacrificarios ¥ obiener poblaciones ennguecidas de macrdfagos de la cavidad permtones!
que fueren cultivadas en medio suplementado por 2 dias. Finalmenie se procedio z fa

evaluacida de la apareién de Feo ¥ Rs {Fig 7A} v 1a secrecon de ovdo niteico (Fig 7B)

Sigmficaiiy amente diferentes al control.
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Al utilizar Hposomas nreutros encapsulando IFNy , se obtuvo un aumento mayor
al 100% en la induccién a la aparicién de FeyRs utilizando liposomas
cotteniendo 50 Ui (Figura R8AY y no hubo respuesta en la secrecidn de
éxido nitrico (Figura R8B). Cabe sefialar que en presencia de liposomas vacios

se observé un decremento de aproximadamente 30% en la secrecion de oxido

nitrico (Figura R8B).

FIGURA R8A
APARICION DE Fcy Rs INDUCIDOS POR LA APLICACION DE

LIPOSOMAS NEUTROS CON IFNy in vivo.
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] . FIGURA RSB
SECRECION DE OXIDO NITRICG ESTIMULADA PGR
LIPOSOMAS NEUTROS CON IFNy in viva.
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Se inycctaron grupos de ratones CD-1 con [FN-} (50 U/ml), hposomnas negativos
newres vacios (LIP VAC) y con IFN- ¥ (30 U/ml), asi como medio de caltivo como

control (CONTROL) por un periodo de 2 horas Se procedrd 2 sacnificarlos y obtener
poblactores ennguecidas de macrofagos de la cavidad penrtoneal que fueron cultrvadas en
medie suplemeniado por 2 dias. Transcurrido cste tempo se procedio 2 su evaluacion
para la expresidn de Fo 7 Rs (Fig REA) y 1a secrecion de oxido nitneo {Fig R8B)

& .
S gnificativamente difcremes al control

ESTUDIOS DE INTERNALIZACION DE LOS LIPOSOMAS CON LOS
MACROFAGOS RESIDENTES DE LA CAVIDAD PERITONEAL DE
RATONES CD-1.

Con el objeto de seguir el camino de los liposomas y proponer su modo
de accion, se prepararon liposomas de diferentes cargas eléctricas conteniendo
particuias de oro coloidal, para poder analizar las particulas mediante el uso del
microscopic elecirénico. La observacidn cuidadosa de las preparaciones, indica
gue los liposomas pueden adherirse a la membrana plasmatica y liberar su

contenido en el inferior de las células, ademés pueden ser intemalizados
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F bS S

pueden observarse adheridas entre si a manera de un collar (Figura RB)

FIGURA RB
INTERACCION DE LOS LIPOSOMAS CON LOS MACROFAGOS
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Se estimularon poblaciones ennquecidas de macréfagos pentoneales de raton con liposormnas
contemends particulas de oro colowdal de aprostmadamente 5nm de didmetra durante 2 horas.
Se procedio a fijar las celulas y procesarlas para su observacidn en un micToscopie electronico
Ze1ss EM10 Los liposomas pueden entrar completos a las células (a) (235,000%), fundrrse a 1a
membrana {b) (31,500X) o liberar su contenido dentro de ellas {c}{31,560X)
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EVALUACION DE LA INDUCCION A LA DIFERENCIACION
MEDIANTE EL USQ DE CITOCINAS ENCAPSULADAS EN

LIPOSOMAS EN MACROFAGOS PERITONEALES DE RATONES
SINGENICOS.

Efecto de la estimulacidn con liposomas neutros encapsulando IFNy e [1-1 5 a

macrifagos peritosteales de ratones singénicos.

Debido a que el andlisis exploratorio de los datos obtenidos con ratones
CD-1 indicé que existe una variacién ciclica en los resultados obtemudos tanto
pza la aparicion de FoyRs como para la secrecidn de dxido nitrico; se
realizaron ensayos en las mismas condiciones que para ratones CD-1, utilizando
ya sea solo hembras ¢ machos de la F1 de la cruza de ratones singénicos
BALB/c v BLACK C-57, como donadores de macrofagos de la cavidad
peritoneal. Ademés, por el hecho de que pudo observarse que los liposomas
pueden funcionar con una conceniracién de citocinas 10 veces menor, se
utilizaron tanto la concentracién normal de estimulacién (59 U/ml de IFNy v

10 ng/mldeIL-1 5 como 10 veces menos.

Al utilizar liposomas neutros encapsulando IFNy para la induccidn 2 la
aparicién de Fecy Rs, Unicamente los liposomas conteniendo 50 Ufml fueron

capaces de causar una ligera respuesta positiva de aproximadamente 15% s
con respecto al control. Por su parte, el IFNy libre indujo un aumento mayor
(casi de 100%} de 1a aparicién de Fc ¥ Rs en presencia de 5U/ml (Fig. R9A). En
el caso de la secrecion de dxido nitrico solo se pudo observar un aumento ge

10% en presencia liposomas encapsulando cualquiera de las 2 concentraciones

de IFN ¥ (Figura R9B).
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FIGURA R%A
APARICION DE Fcy Rs INDUCIDOS CON

LIPGSOMAS NEUTROS CONTENIENDO IFN
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) _ FIGURA R9B
SECRECION DE OGXIDO NITRICO ESTIMULADA POR
LIPOSOMAS NEUTROS CONTENIENDO IFN v,
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Sz cultivaron poblaciones enrrquecidas de macréfagos de la cavidad peritomeal Ge Tatones
Fl (Black C37 X BALB C), para cvlauar Ia expresidn de Fe)¥ Rs (Fig R9A) v la

secrecion de Sxide mitnco (Fig RYB) Las célulss fueron expuestas a medio de cultino
(CONTROL}, 2 5y 50 Uhml de [FN- ) {IFN 3 Y 30) (controles posiivos) v a irposomas
neutros vaclos (Lt VAC) o con 5y 50 Urmi de IFN- 7 (LIP IFN 5 Y 50} pot un penode
de 2 horas Transcurnde este iempo, las células se lavaron ¢ incubaren por 2 dfas mas ex
presencia de medio suplementado

.

i -
Significativamente diferentes al contro! negatne
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Por otro iade, al utifizar I1-1 # para estimular la diferenciacién en las
células peritoneales, no fue posible encapsularla en liposomas neutros en
concentracion de 10 ng/ml, ya que su presencia no permite la formacidn del
cuerpo lipidico. Al utilizar liposomas conteniendo 1 ng/ml de esta citocina para
inducir tanto la aparicién de Fcy Rs como la secrecién de éxido nitrico se
obfuvo una respuesta minima similar a la de la citocinz libre 2 la misma

concentracion (Figuras R10A v R10B),

FIGURA R10A

APARICION DE Fcy Rs INDUCIDOS CON
LiPOSOMAS NEUTROS CONTENIENDO IL-1 8
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FIGURA Ri10B

SECRECION DE OXIDO NITRICO ESTIMULADA POR
LIPGSOMAS NEUTRGOS CONTENIENDO IL-1 8
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Se cultivaron poblaciones enriquecidas de macréfagos de la cavidad pentoneal de ratones
FI (Black C57 X BALB C), para evaluar 12 exoresion de Fe ¥ Rs (Fig. R1I0AY v I

secrecion de oxido nitrrco (Fig RI1GB) Las células fueron expuestas a medio de cultivo
{CONTROLY}, 2 1 ng/ml de IL-1 ﬂ {IL-1) (control positive) v a liposomas neutros vacios

(LIP VAC) o con | ng/mi de IL-1 ﬁ (LIP IL-1) por un pertodo de 2 horas Transcumido

cste tiempe, las células se lavaron ¢ mcubaron por 2 dias més en presencia de medio
suplementado

& . .
" Significativamente diferentes al control negativo

Use de liposomas negativos como acarveadores de IFNy para estimtular o

diferenciacidn de macrifuges residentes de la cavidad peritoneal de ratoues

singénicos.

Al utilizar 5 o 50 U/ml de IFNy libre 0 encapsulado en lipesomas

negativos para inducir la diferenciacién de macréfagos residentes de 1a cavidad
peritoneal de ratones singénicos, los resultados indicaron gue tanto la citocina

libre {ambas concentraciones) como los liposomas con 5 U/mi produjeron una
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respuesta positiva similar (un aumento en la expresién de alrededor de 60% en
comparacion al control) en la induccion a la aparicién de Fcy Rs; por su parte,
los liposomas con 50 U/ml producen un aumento en Iz expresién de receptores
superior al 100% con respecto al control. Es importante sefialar que los
liposomas negativos vacios producen un aumento en fa expresion de Fey Rs de
aproximadamente 30% {(Figura R11A). En cuanto a fa liberacién de oxido

nitrico, ésta fue un 30% mayor con respecto a su control cuando se utilizaron

liposomas cor 5 U/ml de IFN » (Figura R11R).

FIGURA R11A

APARICION DE Fey Rs INDUCIDOS CON
LIPOSOMAS NEGATIVOS CONTENIENDO IFN y
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FIGURA RI1IB

SECRECION DE OXIDO NITRICO ESTIMULADA POR
LIPOSOMAS NEGATIVQS CONTENIENDO IFN y.
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Se cultivaron poblaciones enriquecidas de macréfagos de la cavidad peritoneal de ratores
F1 (Black C57 X BALB C), para evalar la expresion de Fc ¥ Rs (Fig RIlA) y la

seerecion de dxado nitrico (Fig. R11B) Las células fueron expuestas a medie de cultng
(CONTROL), 2 5 ¥ 50 U/ml de IFN-J {TFN 3 v 50) {controles positivos) y 2 Tposomas

neutros vacios (LIP VAC) o con 5 v 50 Ukmil de [FN-} (LIP IFN 5 y 50) por un penodo

de 2 horas Trenscwimide este tiempo, s células se favaron e fncubaron por 2 dias rmras en
presencia de nedio suplementado.

L -
Significativamente diferentes al control negativo

Por otro lado, al utilizar en ensayos similares IL-1 £ libre o asociada a
liposomas negativos, los resultados mostraron que para la induccién a la

aparicion de Fcy Rs ambas concentraciones de citocina libre tienen un efecto

positivo similar (aproximadamente un 70% de aumento con respecto al

control); ademés, que los liposomas vacios y con 10 ng/ml inducen un ligero

102




Resultados

incremento {aproximadamente 35%} y que los liposomas negativos con 1 ng/ml
de IL-1 8 producen un fuerte efecto inductor {aproximadamente 150% mas)
comparado con su propio controi (liposomas vacios) y ¢l del experimento {sin
tratamiento aiguno) (Figura R12A}. En ef caso de la liberacion de 6xido nitrico,
los resultados mostraron que la administracion de liposomas con 1 ng/ml de IL-
1/ produjo una reduccién de la liberacién de aproximadamente 40%, mientras

que el uso de liposomas con 10 ng/m! aumenté la secrecion en mas de? 30%

(Figura R12B).

FIGURA R12A

APARICION DE Fcy Rs INDUCIDOS CON
LIPOSOMAS NEGATIVOS CONTENIENDC IL-1 §
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FIGURA R12B

SECRECION DE OXIDO NITRICO ESTIMULADA POR
LIPOSOMAS NEGATIVOS CONTENIENDO IL-1 8
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Se cultrvaron poblaciones ennquecidas de macréfagos de la cavidad perftonenl de ratones
FI (Black T57 X BALB C), para evaiuar la expresidn de Fe¥ Rs (Fig. RIZA) y la

secrectdn de oxide mineo (Frg R12B) Las célules fueron expuestas 2 medio de cultive
{CONTROL}, 2 1 y 10 ng/mi de 1L-1 ,8 {IL-1 1 y 10} (controles positives) y a iposomas

negativos vacos {(LIP VAC) o con 1 y 10 ng/ml de 1L-1 ﬂ (LIP IL-1 1 Y 10} por un

periodo de 2 horas Transcurndo este tiempo, las células se lavaron e wmcubaron por 2 dizs
mas en presencia de medio suplemnentago.

b PN
Significativamente diferentes al control negative

Induccion a la diferenciacién de macréfagos peritoseales de ratomes

singénicos por citocinas encapsuladas en liposomas positivos.

Al ytlizar liposomas positivos para acarrear IFNy, los experimentos
indicaron que no existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos
tanto para la induccién de Fc ¥ Rs como para iz secrecién de 6xido nitrico, con

respecto al efecto causado por la citecina libre (Figuras R13A y R13B).
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Los resultados obtenidos para la induccién con IL-1 8 indicaron que
solo la cifocina libre produjo un incremento de aproximadamente 30% en Ia
aparicidn de Fcy Rs (Figura R14A) v que para la secrecion de éxido nitrico
unicamente s¢ obtiene un 15% mads en presencia de 10 ng/mi de IL-1 § ya sea

libre o encapsulada (Figura R14B).

FIGURA R13A

APARICION DE Fey Rs INDUCIDOS CON
LIPOSOMAS POSITIVOS CONTENIENDO IFN ¢
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FIGURA R13B

SECRECION DE OXIDO NITRICO ESTIMULADA POR
LIPOSOMAS POSITIVOS CONTENIENDO IFN -
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Se cultivaron poblaciones entiquecidas de macréfagos de la cavidad pentoreal de ratones
Fl (Black C57 X BALB (), para evaluar la expresion de Fe ¥ Rs (Fig RI3A) v Ia

secrectdn de dxido nitrico (Fig R13B). Las celulas fueron expussias a medio de cultno
(CONTROL), 2 5 y 50 U/mi de IFN-¥ (IFN 5 Y 30) (controles positives) y a liposomas

positivos vacios (LIP VAC) o con 5 y 50 U/ml de IFIN-} (LIP IFN 5 Y 50) por un

penodo de 2 horas Transcurndo este nempo. las células se lavaron ¢ incubaron por 2 dias
™45 en presencia de medio suplementado

Stgnificativamente difereries al control negativo

Efecte in Vivo de liposomas negativos encapsulande IFNy en macrdfages

residentes de la cavidad peritoneal de ratones singénicos.

Con ¢l objeto de evaluar el efecto in vive del IENy encapsulado en
lipasomas sobre los macréfagos residentes de la cavidad peritoneal de ratones

singénicos, a grupos de 3 ratones se les inyectaron en ia cavidad peritoneal 600

41 de medio IMDM con citocina libre o encapsulada en liposomas negativos.
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Después de 2 horas de estimmulacién, los animales fueron sacrificados para
obtener las células peritoneales v proceder a obtener cultivos enriguecidos de
macrofages residentes. Dos dias después, las células fucron evaluadas para la
aparicién de Fey Rs y la secrecién de éxido nitrico. Los resultados indicaron
que en estas condiciones, al igual que para ratones de cepa abierta, el IFN y
encapsuiado favorecid fuertemente la aparicién de estos receprores, induciendo

ur aumento en la expresion superior al 120%. Es importante mencionar que los

hiposomas vacios también producen un incremento en la expresidn de FcyRsde
p I P

aproximadamenie 65% (Figura R14A). Por otro lado, en lo gue sc refiere a la

secrecidn de ¢xido nitrico no se obtuvo respuesta positiva en ningun ¢aso
(Figura R14B).

FIGURA RidA

APARICION DE Fey Rs INDUCIDOS CON
LIPOSOMAS POSITIVOS CONTENIENDO IL-1
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FIGURA Ri14B

SECRECION DE OXIDO NITRICO ESTIMULADA POR
LIPOSOMAS POSITIVOS CONTENIENDO I1.-1 #
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Se culuvaron pobiaciones ennquecidas de macréfagos de Ia cavidad pentoneat de ratones
Fl (Black C57 X BALB C), para evaluar Ja expresion de Fe}Y Rs {Fig R14Aj y a

secrecidn de dxido nitneo (Fig R14B). Las células fuston expuestas & med-o de cultive
{CONTROL}, 2 1 y 10 ng/ml de IL-1 ﬂ (IL-1 1y 103 {controles positivos) y 2 liposorias

positives vacios {LIP VAC) o con | y 10 ng/mi de IL-] ,B {LIP IL-1 T Y 10} por un

penado de 2 horas Transcurrido este ternpo, las células se lavaren & meubaron por 2 dias
mas en presencia de medio suplementado

&
Significativamente drferentes a3 control negative

Determinacidn del tipo de Fcy Rs que aparecen al estimular in Vivo, a

macrdfages de la cavidad peritoneal de ratones singénicos, con liposomas

conteniendo IFNy .

Para determinar el tipe de Fcy Rs inducidos i vive, se obtuvo ARN de

8 X 10° células de cultivos enriquecidos obtenidos después de 2 horas de
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estimulacién con o sin liposomas. Se procedid a analizar el ARN medianie 1a
técnica de RT-PCR utilizando oligonucléotidos especificos para cada uno de los
2 tipos principales de Fcy Rs de raton, Fey RI vy Foy RIL Este estudio se realizé
con una alicuota de las células obtenidas para el experimento anterior, de esta
forma, ambos experimentos se complementan va que por un lado se estd
detectando el ARN mensajero producido como respuesta al estimulo v por el
otro (experimento anterior), al sembrar las células v esperar 2 dias més se

detectd la expresion de los Fe y Rs (Figuras R15A y R15B).

FIGURA R15A

APARICION DE Fcy Rs INDUCIDOS POR LA APLICACION ir vivo DE
LIPOSOMAS NEGATIVGS CONTENIENDO IFN
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FIGURA RI5B

DETERMINACION DE LA LIBERACION BE OXIDO NITRICO
DESPUES DE LA ADMINISTRACION in vivo DE LIPOSOMAS
NEGATIVOS CON IFNy.
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Se myeciaron grupes de ratones F1 (Black C57 X BALB C) con 600 pl IFN-3 (30
Urml}, liposornas negatives vacios (LIP VAC) y con IFN 7 {30 U/ml) (LIP IFN}; ademas

medio de culivo come control (CONTROL). Después de 2 horas se proced 2
sacrificarlos v obtener poblaciones ennquecidas de macréfagos de la cavidad peritoneal
que fueron cultivadas cn medio suplementado per 2 dias Finalmente se procedié a la
evalyacién de T apancion de Fe ¥ Rs (Fig R13A) v la secrecién de dnido nitrico (Fig.

R15B)

* Sigmificativamente diferentes af control negativo

Los resultados obtenidos per RT-PCR mostraron la aparicién de los 2
tipos de Fey Rs #n vive (Figura RC). Cabe sefialar que la téenica es cualitativa

y s6le nos indica el tipo de receptores aparecidos.
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FIGURA RC

DETERMINACION DE LA APARICION DE Fe¢y Rs DESPUES DEL

ESTIMULO CON LIPOSOMAS, MEDIANTE LA
TECNICA DE RT-PCR

pb 1 2 3 4 5 6 7

(a)

ph 1 2 3 4 5 6 7

692

242~

(b)

Se myccté via Intrapentoneal, a ratones singénicos, JFN ) libre o encapsulado en liposomas.

Después de 2 horas, se procedio & sacrificar los ratones y obfener cultivos enriquecidos de
macedfages, tas cdinlas foeron hsadas para obtener ARN, se procedid a purtficailo y a nfilizar
oligonuclednidos especificos para cada uno de los Fe ) Rl y B ¥ RE mediante 1a téenica de RT-

PCR para detectar sn presencia (a) Fc  RI, y (b) Fe J RIL Los carriles en Ias 2 figuras muestran.

L.~ Marcador de psso molecular, 2 .- Control positivo, 3.- Control negative, 4.- Células sin atar,
3 - Células estimnladas con liposomas contemende IFN ¥, 6.- Células tratadas con liposomas

vacios y 7 - Células con IFN ¥ Iibre.
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DISCUSION

En investigaciones previas realizadas por nuestro grupo de trabajo
{(Flores, 1997; Mendoza, 1993), se ha demostrado que citocinas como IL-6,
IL1p e INFy son fuertes activadoras de los macréfagoes in vitre, induciendo la
aparicion de receptores para la porcidn Fo de las inmunoglobulinas; no
obstante; poco se sabe acerca del efecto causado por estas moléculas in vive,
debido a que al ser administradas en concentraciones dptimas por diversas vias
pueden inaclivarse rapidamente y producir efectos adversos variados de leves a
graves {Duserre et al,, 1995) En el presente trabajo se establecié como obietivo
el encontrar las condiciones adecuadas para estimular con citociras a los
macrbiagos peritoneales én wive mediante el uso de Hposomas que son
conocidos como acarreadores, concentradores v protectores {Van Rootjen y

Sanders, 1994).

Es conocido que la presencia de suero ¢n el medio de cultivo aglutina a
los liposomas, lo que ne les permite una adecuada interaccion con sus células
blanco. Por lo anterior y debido a que los primeros resultados indican que 2
horas de estimulacién con las citocinas son suficientes para producir un efecto
inductor de la aparicién de Fey Rs y de la liberacién de dxido nitrico y 2 que no
s necesaria la permanencia de éstas durante todo el tiernpo de cultive; los
ensayos de estimulacion se Hlevaron a cabo en ausencia de suero solamente por

de 2 horas; en consecuencia, es neccsario tomar en cuenta que €l hecho de que
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la respuesta in vitro se vea disminuida tanto para lz aparicion de Foy Rs como

para la liberacién de 6xido nitrico después de este tiempo, puede deberse 2 los

efectos de la ausencia del suero en el cultivo.

Es importante mencionar que nuestros experimentos in vifre fueron
evaluados 2 dias después, ya que resultados previos indican que una vez
presentado el estimuto, el tiempo necesario para la expresién del Fcy R ea la
membrana del macréfago es de 48 horas (Flores, 1991} y que existen informes
de que la secrecion de éxido nitrico puede detectarse entre 6 y 24 horas después
de la exposicion a diferentes estimulos, quedando sus productos estables finales

en el medio de cultivo hasta su evaluacién (Donell, 1994).

En el presente frabajo se obiuvo una excelente respuesta en los ensayos
de induccién de células peritoneales de ratones CD1 in vitre con liposomas
neutros acarreando IFNy, tanto para la aparicién de FcyRs como parz la
liberacidn de 6xide nitrico; por otro lado, la adminisiracién de la citocina en
liposomas negativos in vitre, produjo un ligero efecto positivo dnicamente en la
cxpresion de Fey Rs. En este sentido, es importante mencionar gue el IFN-y
presenta segmentos especificos que se caracterizan por la presencia de residuos
repetitivos de arginina y lisina, los cuales son esenciales para que esta citocina
sea funcional {Zambrano, 1993); confiriéndole carga positiva a ia molécula,
consccuentemente el IFN-y se inactiva en pH acido (Bach, 1984). Ademas, se
ha postulado que cada tipo celular, para interaccionar con los liposomas,
requicre de una combinacidn de lipidos y una carge eléctrica especiticas. en el
caso de los macrofages residentes de la cavidad peritoneal de ratén existen

evidencias de su afinidad por los liposomas con carga negativa (VanRooijen,
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1994). Considerando que el IFNy es una citocina con carga neta positiva, podria
suceder que las cargas negativas de los lipidos interaccionaran con ella
ayudando a su mejor encapsulacién; sin embargo, esta interaccién podria tener
un efecto adicional en la configuracion de la citocina tmpidiéndole gjercer su
accion. En otro orden de ideas, los resultados indican que los liposomas pueden
liberar a la citocina fusiondndose @ la membrana del macrofago, en este caso el
IFNy al ser liberado podria ser active nuevamente, explicando asi el ligero

efecto inductor mostrado por esta citocina encapsulada en liposomas negativos.

Por atro lado, la IL-if es una citocina neutrs; aunque estudios de
muagénesis sitio-especifica indican que sa polaridad es muy importante,
debide a que la presencia de la arginina 127 es fundamental para su actividad
bioldgica, una simple sustitucién preduce una reduccién de ésta hasta 100

veces, sit perder su capacidad de

o

nlace al receplor. Asimismo, estudios de
cristalografia de rayos X indican que la presencia del 4cido glutimico 212 es
critica para los efectos biologicos de esta citocina, debido 2 que la destruccidn
selectiva de los residuos de 4cido glutimico produce una fuerte pérdida de su
actividad biolégica. Ademdas, su mecanismo de accidn puede ser tanto por
medio de recepiores, como por la unidn inespecifica de la citocma a la
membrana del macréfago (Dinarelio, 1991). Estos resultados con macréfagos de
la cavidad peritoneal en ratones CD-1 im vifro, muestran que fnicamente la
admimstracion de la citocing en liposomas negatives produce una fuerte
respuesta en la aparicion de Fe y Rs v una moderada respuesta en la secrecién de
6xido nitrico, lo que puede implicar que la composicién lipidica de éstos los
hace maés afractivos para este tipo celular; lo que s congruente con el hecho de

que incluso los liposomas negativos vacios presenten una ligera accidnm
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estimulante. Es importante mencionar que al utilizar liposomas neutros para
encapsuiar IL-1p, los resultados mostraron que no hubo ningiin efecto inductor;
sin embargo, seria dificil saber si es por la caracteristica de carga neutra de la
particula, o por que estos liposomas sélo pudieron prepararse con
concentraciones 10 veces menores a las utilizadas, esto debido a que la
presencia de mayores concentraciones de citocina producen une inestabitidad tal

gue no permite {a formacion def acarreador.

Los macrofagos activados no sélo funcionan como fagocitos, sino que
también secretan especificamente una amplia diversidad de sustancias
bioldgicamente activas en los tejidos circundantes, gjemplos de elios son
algmes interleucinas {(IL-1, 1L-6, §1.-8, IL-10, IL-12), IFN-0 v B, TGF-B y éxide
nitrico (Zambrano, 1993). Todas estas sustancias participan en procesos de

regulacidn positiva o negativa de ellos mismos y de otros {ipos celulares.

El éxido nitrico es considerado como un mediador importante en la
defensa del organismo contra agentes extrafios, su actividad inmunolégica
puede ser centrolada o inhibida por varias moléculas, entre ellas IL-10 y TGER
que son secretadas por macréfagos (Donell, 1994). En nuestros resultados in
vitro utilizando liposomas negativos con ambas citocinas, se puede observar
que la fiberacidn de 6xide nitrico se ve disminuida en una proporeidn similar al
aumento en la aparicién de Fc ¥ Rs, lo que parece indicar que este aumento de la
aparicién de receptores, en estas condiciones especificas pudiera favorecer la

secrecion y funcién de alguna de estas citocinas inhibidoras de Ja Tiberacion de

oxado nitrico.
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Por otra parte, el hecho de que ios macréfagos residentes de la cavidad
peritoneal estimulados con liposomas vacios i vitre no cambien su morfologia,
es un indicic de que estas particulas no son irritantes. Ademads, experimentos
realizados por nuestro grupo de trabajo, indican que al inyectar un agente
extrafto como el caseinato de sodio a la cavidad peritoneal de ratén; la respuesta
del organismo es ¢l envio de diferentes poblaciones celulares a su defensa. En el
caso de los ratones CD-1, 16 horas después de Ia inyeccién se encuentra un pico
méaximo de granulociios, después de este tiempo disminuye Ia peblacion para
dar paso a la flegada de macréfagos inducidos para la defensz, con un nimero
méximo de estas células a los 4 dias (Rios,1984). En ef presenie trabajo,
después de la inyeccion de liposomas vacios a la cavidad peritoneal no se
enconird diferencia en el mimero ni en el tipo de células presentes, indicando
que no gjercen un efecto imitante in wive. Cabe mencionar, que en estas
condiciones, existe una ligera respuesta en la aparicién de FcyRs en los
macrofagos después de 2 horas del estimule, la cual no puede deberse a éste
debido 2 que, como va se menciond, son necesarias 48 horas para la expresidn
de la proteina en las membranas de este tipo celular; ademés, se observa un
aumente en la secrecidn de dxido nitrico que sigue un comportamiento Ty
parecido al de los controles negativos, por lo que no puede ser efecto de la

presencia de liposomas y en ambos casos después de las 16 horas comienza a

descender.

Al utilizar in vive liposomas neutros y negativos encapsulando 1L-1R &

INFy para estimular 2 la aparicion de Foy Rs en los macréfagos residentes de Ja

cavidad peritoneal, se encontrd que sélo el INFy encapsulado produce un efecto

inductor, mientras que las citocinas hibres no producen efecto alguno v la IL-1B
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encapsulada tampoco. Lo anterior puede deberse a que la concentracién
utilizada en forma iibre de las citocinas es escasa para gjercer algin efecto y en
el caso de la {L-1B encapsulada, tal vez no sea funciomal por falta de
concentracién o por algiin efecto negativo en la interaceion célula-liposoma. En
el caso de los liposomas negativos vacios a2} interaccionar con las células en
estudio, se observa una ligera respuesta positiva, lo cual es congruente con lo
informado en Iz literatura acerca de la preferencia de los macréfagos residentes

por este tipo de liposomas.

En general, en cuanto a la secrecién de dxido nitrico no se encontraron

diferencias en presencia de ningin tipo de liposomas tanto ir vitre como #n

vive.

Como ya se menciond, séiamente el [FNy encapsulade en liposomas
mostré un efecto activador in vive; sin embargo, sucede algo particular en este
efecto, ya que se presenta una mayor induccion de Ia aparicién de Fcy Rs con
liposomas negativos en comparacién 2 la mducida por los liposomas neutros;
los cuales habian sido los mas efectivos in vitre. Lo antenior es muy importante
pues es un indicio mis de que las condiciones in vive pueden propeorcionar
resultados totalmente diferentes, debido probablemente a que en la regulacion
del funcionamiento de un organismo completo intervienen diversos tipos

celutares y reguladores metabélicos.

En otro orden de ideas, es importante mencionar que el camino que
siguen los liposomas para liberar su contenido en los macrofagos residentes de

la cavidad peritoneal parece ser aleatorio, permitiendo la internalizacion va sea

118




Discusion

por fusién con la membrana, por lberacién en regiones cercanas o por

fagocitosis,

Al utilizar ratones singénicos como donadores de macréfagos
peritoneales, los resultados de estimulacion in vitre cambian con respecto 2l uso
de liposomas para encapsular ef IFNy. Para los macréfagos de estos animales,
los liposomas negativos resultan ser muy buenos acarreadores de ambas
citocinas produciendo un efecto inductor superior al de las citocinas sueltas;
mientras que los liposomas neutros y positivos encapsulando ya sea IFNy o IL-
1B inducen una respuesta similar al de las citocinas libres. Es interesante
mencionar, que al utilizar ratones singénicos in vitre, es mas notorio el efecto
inverse en el que ¢l aumento de FoyRs se asocia a la disminucion de la
secrecion de dxido nitrico en los macréfagos peritoneales, como respucsta a la

presencia de las citocinas encapsuladas en liposomas negativos.

En le que se refiere a los resultados de estimulacion i vive utilizando
ratones singénicos, s¢ obfuvo una respuests muy similar 2 fa obtenida con

ratones de cepa abierta (CD-1).

Adicionalmente, al obtener ARN mensajero de las células de ratones
singénicos estimuladas con liposomas in vive y analizarlas por RT-PCR para
determinar una posible expresion diferencial de los 2 tipos principales de
FcyRs, se encontrd que en todos los casos se expresan ambos tipos de
receptores. Cabe aclarar que aunque el Fey R de tipo I no es muy aburdante
en estas células, si posee efectos importantes por lo que seriz recomendable

realizar su determinacién posteriormente. Es importante mencionar que la
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técnica es cualitativa y que controlando muy estrictamente las condiciones
experimentates pudiera hacerse semicuantitativa, lo cual nos Hevaria a notar que
alin cuando aparezcan los 2 tipos de receptores, el aumento visto en los estudios

de deteccion colorimétrica, puede deberse a un tipo particular de ellos,

Teniendo en consideracién los resultados aqui presentados, se puede
afirmar que los liposomas negativos son muy buenos acarreadores de ambas
citocines tanto in vive como in witre v que la respuesta de un organismo
compieto es diferente a la que se presenta ir vifro. Ademas, se muestra una vez
mas que los liposomas son excelentes acarreadores v protectores de los
principios activos a encapsular y se presenian evidencias de interacciones
particulares entre éstos y los lipidos que constituyen las particulas acarreadoras.
Estas interacciones son de suma importancia para la aplicacidn de esta
biotecnologia en diversos modelos de estudio, Particularmente, este aspecto es
congruente con los cientos de patentes de formulaciones lipidicas registradas

catla aflo, las cuales van en aumenio cada mes.

Si consideramos gque cada organismo, tejido y tipo celular tene sus
propias caracteristicas, es 16gico pensar que su respuesta a los estimulos serd
diferents; aunado a esto, en el presente trabzjo, las caracteristicas funcionales de
las citocinas varian en presencia de diferentes combinaciones de lipidos y en el
caso de los experimentos im wive la presencia de una gran variedad de
moderadores bioldgicos y otros tipos celulares hacen mads complicada la

cleccion del tipo de liposomas a utilizar.

Por lo anterior, si bien es importante analizar las propiedades de las

sustancias que se van a encapsular, debido a la complejidad def sistema, es mas
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importante ensayar v encontrar les condiciones ideales para cada organisma,
citocina, tipo celular v condiciones fisiologicas presentes. En este sentido, &l
rabajo i vitro fue de gran utilidad para encontrar las condiciones ¢ptimas para

ci trabajo in vive.

Con el presente trabajo, se ha establecido un buen modelo para ia
estimulacién in vive de macréfagos residentes de ia cavidad peritoneal de ratdn,
ademds se determinaron patroncs de respuesta diferentes 2 los encontrades iz
vitre. En adelante serd posible estimular directamente a este fipe celular con
liposomas cargados de diferentes citocinas o farmacos en modelos

experimentales de diversas patologias.

Finaimente, e! presente irabaio pretende servir como una base para la
aplicacion de esta biotecnologia en otros sistemas celulares, buscando primero
la adecuada interaccidén de los activos a encapsular conm el liposoma ¥y
posteriormente ias condiciones ideales im wifro para en adelante estar en

posibilidad de influenciar 2 practicamente cualquier tipe ceiular in vivo.
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CONCLUSIONES

Los macréfagos pueden ser estimulados in vire pare mducir la
aparicién de Fo ¥ Rs v la liberacidn de éxido nitrico por un estimulo de 2 horas

con [FNy.

Los liposomas neutros son excelentes vehiculos para que el IFN y ejerza

sus funciones in vitre sobre células penitoneales de ratones CD-1.

Los liposomas negativos son excelentes acarreadores de IL-1 5 vy
producen un incremento de Fcy Rs en macrofagos de la cavidad periteneal de

ratones CD-1.

Los macréfagos residentes de la cavidad peritoneal de ratones CD-1

estimuiados ir vifre con liposomas no cambian su morfologfa.

Los liposomas vacios inyectados en la cavidad peritonea! estimulan la
iiberacidn de Oxido nitrico. En contraste, no producen un aumento en el nimero

celular ni un efecto inducter de la aparicién de Fe y Rs.

Los liposomas negativos encapsulando IFN ¥ tienen un excelente efecto
positive en lz induccion a la aparicion de Fe ¥ Rs en macréfagos residentes de la

cavidad peritoneal in vive.

Los liposomas pueden seguir varios caminos para st internalizacidn en

los macrofagos residentes de la cavidad peritoneal de ratdn.




Concliniones

Los liposomas neutros encapsulando IFNy e IL-1 4 inducen una

respuesta similar a la de la citocinas libres, al estimular macrdfagos peritoneales

de ralones smgeénicos.

Los liposomas negativos son excelentes acarreadores de ambas citocinas
para Ia estimulacién de la diferenciacion de macréfagos residentes de la cavidad

peritoneal de ratones singénicos.

La induceidn a la diferenciacion de macrdfagos peritoneales de ratones
singénicos por citocinas encapsuladas en liposomas positivos es similar a la

causada por las citocinas hbres.

Los liposomas negativos encapsulando IFNy tienen un excelente efecto
posiiivo en la induccion a la aparicidn de Foy Rs en macréfagos residentes de la

cavidad peritoneal de ratones singénicos iw vive.

Al estimular in vive con liposomas vacios la cavidad peritoneal de

ratones singénicos, aparecen los Foy Rl y Fey RIL
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ANEXQO 1

Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS). A 800 ml de agua agregar 8 g de
cloruro de sodio, 2.16 g de fosfato de sodio monobisico v 0.2 g de fosfato de

potasio. Ajustar pH a 7.2 y aforar a un litro. Esterilizar en autoclave a 20 1t por

20 minutos.

Sclucidn de Alsever. Agregar a 900 mi de agua destilada 20.5 g de dextrosa, 8
g de citrato de sodio dihidratado, 0.55 g de 4cido ¢itrico monohidratado y 4.2 g
de cloruro de sodic. Ajustar pH a 6.1 y aforar a 1 litro. Se esteriliza en

autoclave a 20 1b por 20 minutos.

Eritrocitos de camero al 2%. Los eritrocitos de camero se obtuvieron por
punci{on en la yugular de un carnero (Facultad de Medicina, UNAM). La
sangre obtenida se resuspendié en un volumen similar de selucidn de Alsever,

en la que se puede mantener a 4°C hasta por 20 dias.

Inicialmente se determing la concentracién dptima de anticuerpo para opsonizar
a los erifrocitos mediante titulacidn. En una microplaca de 96 pozos
(Dynatech,USA} se hicieron diluciones seriadas (desde 1:10 hasta 1:3000) en
amortiguador de fosfatos (PBS), a partir de una solucién de 10 mg/mi de IgG de
congjo contra eritrocitos de camerc (Sigma Chemical, USA), a 30 ul de cada
una de las diluciones se agregaron 50 ul de entrocitos de'carnero al 2% en PBS,
se resuspendio e incubd durante dos horas a temperatura ambiente. Mediante un

andlisis visual se eligié como concentracidn optima de anticuerpo el titulo
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subaglutinante de los eritrocitos de camero, La opsonizacién de los eritrocitos
de carnero se consiguié incubindolos al 2% con la concentracién Sptima de
anticuerpo {generalmente entre 1:600 v 1:1000) a 37°C durante 30 minutos con
agitacidn constante. Finalmente se lavaron tres veces por centrifugacién con

PBS vy s¢ resuspendieron al 2%.

Solucién de hidrocloruro de ortofenilendiamina {OPD). Se disolvieren 0.5

mg/ml en PBS vy justo antes de usarse se afadié 0.009% de H, 0,

Reactivo de Griess.-Es una solucion de sulfanilamida al 1%, dihdrecloruro de

naftiletilendiamina en HsPQ; al 2.5% y acido clorhidrico 2N en proporcion
2:1:13.

Mezcla Sevag. Mezcla de cloroformo v alcohol isoamflice 24:1.

Solucién amertiguadora de cacodilato pH 7.4. Cacolidate de sodio 9.1 M.
Solucidn  fijadora de Osmio-Milloning. Solucién A: 0.226 g de fosfato
monobasico de sodic en 10 ml Solucién B: 9.252 g de NaOH en 10 ml
Solucién C: 0.054 g de glucosa en 1 ml. Sotucién D: 8.3 ml de solucién A mas

1.7 ml de solucién B. Se mezclan 9 ml de solucién D v 1 ml de solucion C vy se
disuelve 1% de 0s0,.
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