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RESUMEN. 

El sistema inmune tiene entre sus principales funciones la defensa del organismo contra la Invasión 

de agentes patógenos. Las células que integran este sistema expresan diversos receptores de 

membrana, entre ellos los receptores Fe para la lgG (FcyR), moléculas que al fijar complejos 

antfgeno·anticuerpo desencadenan la inmunofagocitosis, citotoxicidad celular dependiente de 

~nticuerpo~. reacción inflamatoria. entre otras funcion~s. Debido a su in-1pü1tancia biológica, la 

expresión y modulación de los FcyRs ha sido ampliamente estudiada en células maduras, sin 

embargo, existen pocos datos al respecto en células hematopoyéticas primitivas como las células 

320 de ratón. Recientemente se ha mostrado que la IL-1 p y el IFN-y Incrementan la expreslOn de 

Fc-¡Rs en membrana en las células 320, observado a través de la técnica de formación de rosetas; 

sin embargo. se desconoce el tipo de Fc-tR expresado. Con el propósito de aclarar esta incógnita. 

el presente trabajo evaluó la expresión de ARNm para el FcyRI, Fc-1Rll y FcyRlll en las células 320 

tratadas con las citocinas IL-1 p. IFN-·1 y TNF-a. Se encontró que las células 320 no estimuladas 

expresan ARNm para los tres tipos de Fc-1Rs. Por otra parte, bajo nuestras condiciones de estudio 

y después de la adición de IFN-y, TNF-a e IL-1P. ~e mostró que mientras la expresión del Fc-1RI y el 

Fc-1Rlll se muestra sin cambios. la expresión del FcyRll es modulada d1ferencialemente: el IFN-·¡ 

estimula fuertemente la expresión de la isoforma Fc-1Rllb1 y Fc-1Rllb2, mientras que el estimulo de 

TNF-u induce la 1soforma Fc·rRllb2 pero inhibe a la isoterma Fc-1Rllb1, a diferencia de la IL-1 p que 

sólo induce parcialmente ambas 1soformas Nuestros resultados sugieren que las citocinas 

empleadas tienen una rut3 de act:vac1on 1ndepend1ente para inducir la expresión de ARNm para el 

FcyRll 

Actualmente. se sabe Que una d1sm1nución en los niveles de este receptor conduce al desarrollo de 

enfermedades autoinmunes, inflamatorias e inmunohematológicas: asf, el hecho de que nuestros 

resultados muestran que el Fc-rRll es inducido por las citocinas IL-1P. TNF-a, e IFN-y, sugiere que 

estas citocinas podrian probablemente ayudar a restablecer la expresión de este receptor para 

eliminar los efectos de los cuadros patológicos mencionados. 
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INTRODUCCIÓN • 

Una de las formas de proteger al organismo contra la invasión de agentes patógenos es a través 

de la cooperación entre los me"canlsmos humoral y celular del sistema inmune, al interactuar 

complejos antfgeno·anticuerpo con las células inmunoefectoras mediante los receptores para la 

fracción cristalizable de las inmunoglobulinas (FcR) (Ravetch et al, 1986). Existen cinco tipos de 

inmunoglobulina (lg): lgG, lgA, lgM. lgt::. e lgD las cuales poseen r~t..~ptores. Fe ~specificos para 

cada tipo de inmunoglobulina, entre estos el grupo más grande corresponde a los receptores Para 

la fracción cristalizable de la tnmunoglobulina G (FcyR) (Flores-Borja et al, 1998). 

Los receptores FcyR de acuerdo a su función se dividen en dos grupos: activadores (como el Fc-1RI 

y el Fc1Rlll) e inhibidores (como el Fc·rRll) de señalización celular de la región citoplásmica y/o sus 

cadenas asociadas. Generalmente los receptores que activan o inhiben las sel'\ales celulares se 

encuentran coexpresados en una misma célula estableciendo asr un balance entre ambas 

respuestas. donde el comprometimiento de ambas vlas de señalización determina la magnitud de 

las respuestas de las células efectoras (Ravetch & Bolland, 2001: Salman & Pricop, 2001 ). 

Cuando se altera este balance entre receptores act1vadores e inh1bidores de respuestas celulares, 

se desarrolla cuadro infla matona asociado a enfermedades autoinmunes e 

inmunohematológicas, en el cual se encuentra altamente expresado el FcyRlll (Radeke et al. 

2002) Es por ello que actL1a1mente se ha despertado la inquietud por conocer los mecanismos que 

modulan a las moléculas como el FcrRll. capaces de frenar tal respuesta inflamatoria ya sea a 

través de la ut1h;:ac1ón de c1toc1nas, sus bloqueadores. receptores antagonistas u otras moléculas 

con fines de uso terapéutico en dichas enfermedades (Cl¡tnes et al. 1999; Radeke et al, 2002; 

Tnndanclapan1 et al, 2002, Robb1ns et al. 2003). El presente trabajo analiza la inducción a la 

ex-presión de ARNm de los FcfRs en células primitivas hematopoyéticas tratadas con citocinas, ya 

que a partrr de éstas se generan los diferentes linajes rnielo1des. y un condicionamiento temprano 

en la expresion de Fc·rR puede ayudar a restituir el balance perdido entre receptores inflamatorios 

y ant1-1nflamatonos en las enfermedades auto1nn1unes 
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MARCO TEÓRICO. 

RECEPTORES Fe PARA LA INMUNOGLOBULINA G. 

Los FcyRs son glicoproternas expresadas generalmente en células del sistema inmune, cuya 

función principal es la de fijar y eliminar complejos antrgeno·anticuerpo y unen la respuesta inmune 

humoral y celular ya que sirven de puente entre la especificidad del anticuerpo y ta función de la 

célula efectora. Asr, los Fc.7R::. ac.túan como molécula::. que desencadel"!~11 las actividade:s 

inflamatorias, citoHticas, alérgicas (hipersensibilidad), endoclticas y fagociticas de las células 

inmunoefectoras. Ademas debido a que muchas de las células que poseen FcyRs también son 

presentadoras de antfgenos, Ja internalización mediada por FcyRs también conduce a presentación 

de antígenos y amplif1caci6n de la respuesta inmune; dichas funciones de los FcyRs estarán 

relacionadas a la activación y regulación de la defensa inmune en varias condiciones de 

enfermedad (Deo et al, 1997; Ravetch, 2001). 

La mayoria de los Fc-¡Rs de humano y de ratón pertenecen a la familia de las inmunoglobulinas y 

actualmente se consideran agrupados en dos clases generales de Fc-¡Rs de acuerdo a su 

estructura y función: los de activación de respuestas celulares. caracterizados por la presencia de 

un segmento de activación a base de tirosina (ITAM) citoplásmico asociada al receptor; y los de 

inhibición de dichas respuestas caracterizados por la presencia de segmento de activación a base 

de tirosina (ITIM) (Pricop et al, 2001. Ravetch & Bo11and, 2001)(Figura 1). 

Dentro de los receptores de activación se encuentra el FcyRI (CD64), el cual es una glicoprotefna 

de 72 kilodaltones (kDa) para el receptor humano y de 70 KDa para el receptor murino (Gessner et 

al, 1998) considerada de alta afinidad por su capacidad para unir lgG monomérica y en menor 

proporción lgG agregada tanto de humano como de ratón con una constante de asociación 

(Ka)=10 1 -108 M - 1
• ·y caracteristica de células del linaje monocito·macrófago. La expresión 

constitutiva del FcyRI ocurre en niveles relativamente bajos, de 4 mil a 15 mil receptores por célula, 

expresión que puede incrementarse de 50 a 150 mil en células activadas (Guyre et al, 1983). 

TESIS ~íll\T 
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Figura 1. Representac1on esquemática de los miembros de la fam111a de los FcyR murinos Algunos Fc-1Rs eonlienen dos o 
tres dominios extracelutares similares a 1nmunoglobulina (611alos) ligados por enlaces d1sulfuro. Los dominios c1toplásmicos 
de los FeyRs o sus subumdades asociadas son responsables de la transducción de setlales El FC"'(RI y Fc-1Rlll son 
receptores mult1mér1cos aue se asocian con secuencias de act1vac1ón con t1ros1na (ITAM) rodeados por dimeros de las 
cadenas gama o zeta para mediar se~ales pos1t1vas El Fc'(Rlb1, b1', y b::? son receptores mh1b1tor1os de cadena sencilla que 
contienen secuencias de mh1b1c1on con t1ros1na (ITIM) en sus colas c1toplasm1cas La regron responsable para la inhibición 
de la endoc11os1s esta en rombo TM transmembranal {Tomado y modificado de Gessner et al, 1996) 

En humanos existen tres genes que codifrcan para este receptor FcyRIA, FcyRIB y FcyRIC 

localizados en el cromosoma 1 en la banda q21.1, en ratón solo existe un gen el cual se localiza en 

el cromosoma 3 (DrJStelbloem et al. 2001, Osman et al, 1992; Ravetch, 1994; Hulett & Hogarth, 

1994) Para el Fc·,1RI humano (hFc-,1RI) se han encontrado cuatro transcritos, el hFcyRla, hFc-¡Rlb1, 

hFc·¡Rlb2. hFc·:Rlc (Tabla 1 ). mientras que también se han encontrado variantes genéticas de los 

receptores hFc·:Rlla. hFc·rRllla y hFc-rRlllb, producto de una sustitución o intercambio en la 

posición de un ammoácrdo, por ejemplo, el hFc·1Rlla tiene dos variantes ocasionadas por una 

sustitución de Argirnna por Histidina en la posición 131 (DiJStelbloem et al, 2001). El hFcyRI tiene 

una homologia con el Fc-¡RI de ratón (mFc-1RI) del 75% en sus porciones extracelular y 

transmembranal, mientras que en la porción citoplasmatica solo es del 25o/o (Sears et al, 1990). 

Normalmente el hFc-tRI se expresa en monocito-macrOfagos, neutrófilos y eosinófilos tratados con 

IFN--¡ o con factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) (van de Winkel y Capel, 1993). 

El mFc¡,RI se expresa en condiciones normales en monocitos. macrófagos y neutrófilos. Aún no se 

han reportado anticuerpos especificas que reconozcan al Fc-¡RI de ratón (Hulett & Hogarth, 1994; 

Deo et al. 1 997) 
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Caracterlstica 

lsoformas 
Alelos 
Locahzación en el 
cromosoma 
Dominios t100 loG 
Forma molecular 
Cadenas asociadas 
~'? molecular 

~por lgGj 

Espec1fic1dad 1 
hlgG 
mlnG 

01stribuc1ón 
Conslllul1va 

Inducida 

Moduladores 

TABLA 1. 
CARACTERfSTICAS DE Fc-¡RI (CD64). 

hFcvRIA 

1q21 1 

3 
TM 

3>1>4>>>2 
2a=3>>>1,2b 

fll1cnocitos. 
macrófagos. 
progenitores 

m1eloides CD34•. 
células dendri11cas 

Neutrófilos, 
Eosin6filos 

(IFN-'t. G-CSF), 
células mesannicas 

(+)IFN-y, IL-10, 
G-CSF y TNF-u {en 

U937) 
t-\ll-4. IL-13 

Genes 
Humano 

hFC"RIC 
i hFc- Rlb1 1 hFc- Rlb2 1 hFcvRlc 
1 1 
1 1q21.1 1 1q21 1 

2 2 
TM 1 s s 

? 

e_ ND ND 

i <10~ r...r' ND 

1 ND 
1 

NO 

ND NO 

ND NO 

TM=Transmembranar S"'SO!ub:e ND=No determinado HR ... Alla respuesta, LR=Baja respuesta 

Ratón 
mFC"RI 
mFc-yRI 

3 

3 
TM 

70 

3>1>4>>>2 
2a>>>1,2b,3 

Monocitos. 
macr6fagos. 
neutrófilos, 

10 

células meséingicas 

Células primitivas 
mieloides, Células 

leucémicas 

(+) IFN-y, (+) IL-1 

(Tomado y modif•cado de Hulen & Hogarth. 1994. Gessl et al, 1994, Santiago. 1996:Ceo et al, 1997; Flores-Borja et al, 
199a. Gessner et al. 1996. Mart1ne~. 2000) 

El Fc-¡Rll (CD32) es una gt1coproteina de 40-43 kDa (Gessner et al, 1998) de baja afinidad ya que 

soro reconoce lgG en forma de complejo o pohmérica con una Ka<107 M"'- En el humano se han 

identificado 3 genes para este receptor hFc-¡R!IA. B y C que se localizan en la banda q23-24 del 

cromosoma 1 y que codifican para 6 diferentes transcritos que son: hFc-¡Rlla1, hFcyRlla2, 

hFc-rRllb1. hFc·¡Rllb2. hFc-¡Rllb3, y hFc-¡Rllc1 (Flores-Borja et al, 1998). 

A diferencia del hFc-¡Rll. para la molécula del mFcyRll de con 40-60 KDa solo se ha identificado un 

gen. el mFcyRllB. con cuatro transcritos distintos el mFc-rRllb1 (b1 ), mFcyRllb1' (b1 '), mFcyRllb2 

(b2) y mFc-¡Rllb3 (b3) (Hulett & Hogarth, 1 994; Tartour et al, 1995; Gessner et al. 1998). de las 
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cuales las protefnas transmembranales b1 y b1' son expresadas en linfocitos B y b2 Y b3 en 

macrófagos (Gessner et al, 1998). En cuanto a su estructura, los transcritos b1 y b2 son idénticas 

en sus dominios transmembranales y extracelulares, pero difieren en el dominio citoplásmico 

(Tabla 2), ya que la variante b2 carece de un fragmento intracelular de 47 aminoácidos (exón 8) 

que posee el Fc-(Rllb1 (Fridman et al. 1992; Gessner et al, 1998). La isoforma FcyRllb1' contiene 

un inserto de 19 aminoácidos codificado en la parte 5' del primer exón citoplasmético lo cual la 

conviene en la isoterma homóloga del hFcyRllb1. El mFc"'{Rllb3 carece de secuencias codificadas 

por el primer exOn intracitoplasmático y el exón transmembranal (Figura 1 ), liberándose asr ·como 

moléculas solubles por los macrOfagos (Latour et al, 1996; Gessner et al, 1998). El.hFc-¡Rlt tiene 

una amplia distribución ya que se localiza en prácticamente todos los leucocitos a excepción de 

células NK, mientras que el OmFcyRll se localiza en monocitos, células Cebadas::-macrOfagos, 

plaquetas, neutrófilos y Células B (Sandor & Lynch. 1993; Hulett & Hogarth, 1994; Deo et al 1997; 

Gessner et al, 1998). 

De particular importancia en las isotermas del FcyRll es su capacidad para expresarse 

diferencialmente, as!, la isoforma hFc-1RllB se expresa principalmente en linfocitos B. monocitos y 

macrófagos, mientras que las isoformas de los genes hFc'(RllA y hFcyRllC se encuentran en 

neutrófilos (Hulett & Hogarth. 1994). Estudios posteriores en ratón han mostrado una selectividad 

mas especifica en mFc-¡RllB, ya que la isoforma mFcyRllb1 y mFcyRllb1' se expresan 

preferenc1almente en linfocitos B rnien!ras que la isoforma mFcyRllb2 se ubica en macrOfagos 

(Fridman et al, 1992. Bonnerot & Daeron. 1994. Zusman et al, 1996; Gessner et al, 1998). Hasta el 

momento el anticuerpo clasico que reconoce al Fc-1Rll es el anticuerpo monoclonal de rata 2.4G2, 

que bloquea al sitio de union de la lgG; ademas existe otro anticuerpo de ratón capaz de reconocer 

al mFc-/Rll que es el anti-Ly-17 2 que detecta la forma polimóñ1ca Ly-17.2 y también bloquea al sitio 

de unión de la lgG (H1bbs et al, 1985) Recientemente se han desarrollado anticuerpos monoclonales 

de humano para la detección del hFc·rRll como 6C4, 282. 303, y 93 4 Los tres primeros se unen a 

las 1soformas hFc:1Rlla y hFc:•Rllb Dos de ellos (6C4 y 282) permiten un bloqueo completo del 
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enlace de los complejos inmunes al Fc"'(Rll. Los anticuerpos 6C4, 282, 303 se unen al receptor 

glicosilado o no glicosilado; el anticuerpo monoclonal 93.4 está dirigido contra la región Intracelular 

del Fc-,Rlla1/2 (Vely et al, 1997). 

Caracterlstica 

lsoformas 

Alelos 
Local1zaci6n 
en el 
cromosoma 
Dominios tipo 
faG 
Forma 

TABLA2. 
CARACTERISTICAS DE Fc1Rll (CD32). 

hFc-1RllA 
1 hFc-,Rlla1 l hFeyRlla2 

HR. LR 
1q23-24 

Hum;:inn 

hFc-1RllB 
hFc·¡Rllb1, 

b2.b3 

1q23-24 

Genes 
1 Rétti"\n 

hFc-1RllC mFc-•RllB 
hFc-1Rllc 1 mFc-rRllb1 ! mFc-:Rllb1' I mFc-1Rllb2 1 mFc-rRllb3 

Lv-17.1, Lv-17.2 

1q23-24 1 

2 _J 2 1 1 2 

' 
TM--r--s ¡----m-,--=n~.,--;-l -~T'"'r,71---~l~T'~M~'!~T~,.,71 ~¡-~s~---l 

molecular 1 1 
1-ccc=a=de~n=a=s~---··1-- ---?~---- ? ¡ J ? 
asociadas __J 
~~~~cular ¡---40-43 1 40-4~3~--;--¡ _4_0 ___ 4=3-41--------4-0--~6~0--------1 

i;,f;;i~::l poÍ·-¡ ---~~~---- 107 1\1'' NO 1 

3>1>2>>4 

1 =2a=2b>>>3 
HR 2a=1b=1 

~Espec•ficod~ad ) l 1 1 

:~g: t? ~;~;;~::4 ::::::~· 1 NO 1 

D1stribuci~ -- -- -- -- --~------~¡-------------------< 

Const1tuhva ¡ J".1onocito r.tonoc1tos J".1onoc1to, Monocitos, Células cebadas. Macrófagos. 

1 

t .. 1acrofago r. .. tacrófago Macrófago, Plaquetas. Neutrófilos. Células B 

l 
Neutrof1lo Plaqueta. Cclu.la. s B Neutrófilo. , Subpoblacion de hnfocitos T, 

ct:llilas d~ Celulas Células B Células meséing1cas. Eosinofilos,basófilos 
Langerhans dendritrcas. 

Basofilos. 

~-- ------- - - --- - _!_~~~i:i~~_§___¡__~~--~-----~=~-~-------1 

l
l' .. 1odul.:ición 1 ("")TNF-u(cn ce!ulas ! (-)IL-4 ••y L1 NO 1 (+}IL-1. (-) IL-4 

leucémicas,. (-) IL-41 (-)lFN--1 (en 

L monoc1tos y 
m.:i..::rofagos·• 

-------- - -------- ---- :___ ---~----------------~ 
Tr.1=Tr3nsmembranal. S=So!ublQ. N!J=No de!ermm.ado 
•Sólo dP.lermmado ~Jra la 1scf;;lrma Fc·.'Rllc1 ººSolo determinado para FcyRllb2 ••·solo Ce:erminado para Fc:-:RllB 
(Tornado y mod•f1cado de z,mrn~r e. Janes 1930. Huletl E. Hogarth, 1994. de Andres et al. 1994; Deo et al. 1997; Flores
Bor¡3 et al. 199'9. Pan et a!. 1995. Gessne~ el .:il 1998. Pncop et al. 200 t. Santiago. 1996; r.iart1nez, 2000} 

El receptor- Fc·:Rtl 1nh1b1tono bloquea los receptores que desencadenan la activación celular (como 

el Fc,-RI y Fc·,·Rlll) a través de la activación y fosforilación de cinasas de t1rosina, una de sus 
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funciones es bloquear la entrada de calcio extracelular a la célula, lo cual determina la inhibición de 

la proliferación de los linfocitos By la secreción de anticuerpos (Muta et al, 1994; Takai et al, 1996). 

Además se ha logrado definir la participaci6n de dos de las isoformas del mFcyRllB, en estudios en 

linfocitos B de ratón y células leucémicas transfectadas de rata, encontrándose que la lsoforma 

mFc-¡Rllb1 participa en la inhibición de la liberación de factores como serotonlna, leucotrienos y 

TNF-a., además de inhibir la producción de IL-2, la fagocitosis, endocitosls y la presentación de 

anugenos; en contraste, el mFcyRllb2, t:::. act1vador e;~ los procesos de fagocitosis, endocitosis y 

presentación de antígenos (Bonnerot & Daeron, 1994). 

El hFcyRlll (CD16) es una glicoprotelna de 72 kDa (Gessner et al, 1998) clasificado como receptor 

de activación de la respuesta inmune. Para este receptor se han Identificado dos genes 

codificantes localizados en el cromosoma 1 en la banda q23-24, el FcyRlllA y el FcyRlllB los cuales 

presentan dos transcritos; el Fc-tRllla transmembranal que une lgG monomérica y agregada en 

macrófagos y células NK. y el Fc-tRlllb con un anclaje de glicosilfosfatidilinositol que presenta baja 

afinidad por lgG monomérica en linfocitos (Flores-Borja et al, 1998) y que se expresa también en 

neutróf1los y eosinófilos. En ratón sólo se ha identificado un gen, el mFcyRlll que codifica para una 

proteina transmembranal glicosilada de 40-60 KDa (Gessner et al, 1998 (Tabla 3). 

Entre las funciones del Fc-1Rlll de ratón se encuentra su participación en la seflalización temprana 

para el desarrollo de linfocitos T y células NK. mediante su interacción con un ligando aún no bien 

caracterizado (Mellman et al. 1988). Se sabe que el Fc-1Rlll juega un papel importante en la alergia 

tipo 11y111 (Clynes & Ravetch, 1995. Hazenbos et al. 1996); ademas, se sabe que la traducción de 

señales inducida por el Fc-rRlll activa la fosfolipasa C--¡I (PLC--11 ), lo que conduce a la hidrólisis del 

fosfat1d1lmos1tol y la producción de diacilglicerol. procesos importantes en la cascada de 

señal1zac1ón (Ting et al. 1992) No existe hasta el momento un anticuerpo especifico para el 

mFc:Rlll, sin embargo, el anticuerpo 2.4G2 de rata funciona para detectarlo. En humano se utiliza 

el an~1cu¿rpo monoclonal 7.5 4 que se une a las isoformas FcyRllla y Rlllb (Vely et al. 1997) 
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TABLA 3. 
CARACTERISTICAS DE Fc-tRlll (CD16). 

Caracterlstica 
1 hFc-,RlllA 1 hFc-,RlllB mFC". Rlll 

lsoformas 1 hFc-1Rllla 1 hFc- Rlllb mFc-1Rlll 
Alelos NA 1 /NA2 

~~0c~~z5~%6an el ! 1 q23-24 ! 1 q23-24 

Dom1mos tmo loG 1 2 2~--------+-----~2--------< 

~~~r:;~a~~=~~::~as 1 ., de~~~1.R --~-+---U~_i:-~----+------~d-e~'°"~"°1~-,_~R~---i 
Peso molecular 50~-

1 

50-80 -r 40-60 
Afinidad por lgG 
{Ka) 2x10· M, _<_1_0 ___ ·_~~·-··-----~----~10~·~~~•-·'-----1 
Especificidad 1 

hlgG NO 1=3>>>2=4 3=1>2>4 
~gG 3>2a>2b>:> 1 3>2ª>2=b~>_>~'---~----~'-=~2~•=~2=b~>_> __ >~3~----< 

1 

Di~~~~~1~t~a 1 Macrofagos. Células Nk,¡--:::t~ofilos. 
Células T ·t·"· monoc1tos 1 

Macrófagos, Células Nk. 
Células T y.:.. células 
cebadas. neutrofilos 

Eosinófilos Inducida ¡ Células mesang1cas. 1 Eosinofilos (IFN-7} 
monoc1tos 

r
r;¡o;;u-1;,c.i>n ----- -¡w l'nF:11 <Manac.t05)e=r··> 1FN-·,. GM-cs=F-. ""G~-c~s~F=--1-~< .~>~,F~N~--,_~G~~~,~-c~s:=F-e~,~L--1,.--; 

1 IFN-f (-)TNF-u (Neutrof1los) (-) IL-4 (en eosinófilos) 
---------~· __ ___J:l_Jh_~~...:_1_ --- ---------~---------~ 

Tr.1=Transmemt:Jtanal. S::::Soluble. ND=No determinado 
• Un1on G1icos1lfosfa11d1linos1lol 
{Tomado y mod1*1cado de Rossman et al 1993. H:.Jle!t & Hogarth. 1994. de Andres et al, 1994: Deo et al. 1997; Flores·Borja 
et al. 1996. Pan et al. 1~38. Gessr:er e! al 19981 

FUNCIÓN DE LOS FcyRs. 

Los Fc·rRs Juegan un papel importante en la inmunidad y resistencia a las infecciones. Su 

d1vers1dad y distribución selectiva les permiten mediar diferentes respuestas, que van desde 

funciones efectoras tip1cas hasta respuestas más especificas a saber: 

El Fc·rRI participa en funciones como la endocitosis. la presentación de antlgenos citotoxicidad 

celular dependiente de anticuerpos (CCDA), la fagocitosis. el estallido respiratorio (oxidantes 

reactivos). y es med1ndor de mflamac16n. El Fc1Rll realiza la endocitosis. presentación de 

antigenos. estallido resp;rat()riO. fagocitosis. cap1ng. inhibición de la activación de los linfocitos B y 

células cebadas. apoptosis El Fc·1Rlll efectúa la endocitos1s, presentación de antígenos, CCDA, 

apoptosis. fagocitosis. liberación de mediadores. estallido respiratorio, producción de IL-2, 
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liberación de serotonlna, leucotrienos y TNF-a en células leucémlcas y células B (Bonnerot & 

Daeron. 1994; Gessner et al, 1998) (Figura 2). 
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Figura 2. Oistr1buc1on celular y Funciones de los Fc-tRs. Leucocitos polimorfonucleares (PMN), monoc1tos y macrótagos 
(l' .. 10). células dendríticas (OC). c~lulas cebadas (MC). hntoc•tos B (8). plaquetas, y celulas ases1n"'s naturales (NK). CCOA: 
C1totox1c1d"'-j celular dependiente de ant•cuerpo. TNF·u Factcr de Necrosis Tumoral alfa, IL-1. lnterleucina 1, Ag Antlgeno, 
IFN··f lnterferon gama Ab an11cu~~p::i. IL·12 lnterleucina 12. IL-6 lnterleuc1na 6 {Tomado y Modificado dd Salmon & 
Pricop. 2001) 

Los receptores que desencadenan la activación de se~ales estan asociados a una molécula que 

contiene un segmento (ITAM) el cual al ser fosforilado provoca el reclutamiento de cinasas 

acttvadoras (Syk, PTK). moléculas proteicas que inducen una amplia variedad de respuestas. En 

contraste. los receptores inhibidores que abaten las respuestas inmunes poseen intracelularmente 

un segmento de inhib1c1ón a base de t1rcs1na {ITIM), el cual es desfosforilado induciendo un 

reclutamiento de fosfatasns inhibidoras (SHP, PTP) {Reguciro & López. 1996; Cassard et al, 2002) 

(Fog 3) 
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RECEPTOR INHIBIDOR 
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Figura 3. L.as ser'\ales act1\ladoras e inh1b1doras inducidas por las moléculas ITAM e ITIM de varios receptores compiten en 
el citoplasma en equ1hbrio Las fosfo-ITAMs reclu~an c1nasas act1vadoras (Syk PTK). las fosfo·ITIMs reclutan fosfatasas 
inh1bidoras (SHP PTP). Tomada y modificada de Regue1ro & Lopez. 1996 

La forma en que se desencadena la señalización por Fc·1Rs se realiza en dos pasos principales. El 

primer paso en la activación de Fc-¡R es el entrecruzamiento del receptor con el complejo 

antigeno-ant1cuerpo. en et cual es necesaria la presencia de al menos dos receptores 

entrecruzados para desencadenar la cascada de seflalización, ya sea de inhibición o de activación. 

El entrecruzamiento en el dominio de enlace al ligando FcyR, asl como fuera de este dominio (vía 

antrcuerpos monoclonales ant1·receptor) activan la función de Fc¡R (van de Wmkel & Capel, 1993; 

V.Jalla;:e et al. 1 994) 

El segundo paso involucra la fosfonlación de residuos de tirosina en la región ITAM de los Fc"(RS 

por la familia Src de e.nasas de proteinas con especificidad por tirosinas (PTKs), lo que conduce a 

la asoc1as1r:in y act1vac1ón de la famiha de tirosin:::i cinasas Syk de PTKs con la ITAM fosforilada que 

conduce a la activación celular. por otro lado el segundo paso puede involucrar también 

desfosfonlac1on de residuos de t1rosina en la región ITIM de los FcyRs reclutando en este caso 

fosfatasas inh1bidoras (SHP, PTP) que desencadena la inhibición celular (Regue1ro &. Lopez, 1996) 

(Figura 3) Aunque los eventos subsecuentes no están claramente delineados. existen evidencias 
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que involucran varios componentes de senalización distintos que conducen a diferentes respuestas 

biológicas. De esta manera, las células que expresan FcyRs y que son activadas vla ésta cascada 

de senalización, son capaces de lisar y/o fagocitar o pinocitar patógenos y células tumorales 

opsonizados con lgG (van de Winkel & Capel, 1993). 

LOS FcyRs Y LA ENFERMEDAD. 

Recientemente aumentó el interés por el estudio de los Fc-,Rs debido a que se ha demostrado su 

participación en mecanismos relacionados con la regulación de la respuesta inmune; además se 

ha establecido que variaciones genéticas o alteraciones en los niveles de expresión de los FcyRs 

están implicadas en alteraciones de la defensa del huésped y en enfermedades autoinmunes e 

inmunohematológicas. Por ejemplo. en el caso particular de las infecciones por patógenos, se ha 

encontrado que el virus del dengue infecta solo a células FcyR• del linaje mononuclear. de manera 

que la tasa de infección aumenta cuando estas células entran en contacto con virus cubiertos por 

anticuerpos, lo que implica al Fc-rRll en la infección (Flores-Borja et al, 1998). También se ha 

observado que los Fc·rRs participan en la defensa inmune contra patógenos intracelulares como 

Toxoplasma gond11, gracias a la formación de anticuerpos biespeclficos para este patógeno que lo 

destruyen. pues conducen a la célula efectora a través de la unión con los Fc-1Rs. Estos 

anticuerpos biespecificos se basan en la afinidad exclusiva del Fc"(Rlll de T. gond1i, marcando por 

un lado al patogeno contra el FcyR y a través de éste dirigirlo hacia la célula efectora por 

excelencia en este caso. las células NK (Erbe et al.1991). 

Por o!ro lado. una d1sm1nución en la expresión del FcyRll y FcyRlll se correlaciona con un mayor 

nesgo a contraer infecciones en pacientes neutropénicos (Kant et al, 1995). Ademas, en pacientes 

infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) se ha relacionado la progresión de la 

enfermedad con alteraciones en la expresión de FcrRs, ya que en casos de pacientes VIH• 

infectados por m1croorganismos oportunistas se ha observado una sobreexpresión del Fc-rRlll 

(Roederer et al, 1996. Dunne et al. 1996). Asi, se ha propuesto a los FcrRs como moléculas que 

introducen comple;os inmunes que contie~en VIH para infectar linfocitos o monocitos y 
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macrófagos, aunque en este último caso ros Fc-¡Rs no son infectivos, sino que más bien aumentan 

el contacto de Ja célula con el virus, contribuyendo asf a Ja infección (Garcla et al, 1996; Takeda et 

al, 1966). 

También se ha observado el papel de los Fc-1Rs en las enfermedades inflamatorias, pues se ha 

demostrado que Jos neutrófilos activados son Jos responsables del dano tisular en enfermedades 

intestinales inflamatorias. ya que después de ser activados liberan FcyRlllb solubles e incrementan 

la concentración ce este receptnr en fluidos intc:;tim1lc::.. el cual produce signos histológicos de 

inflamación de las mucosas intestinales (Hommes et al, 1996). En otras enfermedades 

inflamatorias como nefritis, y alveolitis, se han encontrado bajos niveles del FcyRll y alta presencia 

del FcyRlll, conocido receptor inflamatorio, demostrando una vez mas la interrelación que existe 

entre los receptores. por lo cual postulan como una terapia la manipulación de los niveles del 

Fc-1Rll. En enfermedades autoinmunes como tromboc1topenia inducida por heparina. existe un 

aumento de la expresión del Fc·1Rll que participa en la patogénesis de la trombosis (Radeke et al, 

2002; Clynes et al. 1999; Chong et al, 1993). Los Fc-¡Rs, junto con otras moléculas y algunos 

componentes del sistema del complemento, células cebadas y neutr6filos. juegan un papel 

importante en los proc~sos inflamatorios que conducen a hemorragia, edema y dano tisular, 

sintomas caracteristicos de enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso y la artritis 

reumatoide (Takar et al. 1996, Silvestre & Ravetch. 1994) 

En el lupus eritematoso sistémico. caracterizado por la acumulación de complejos inmunes. se ha 

encontrado que los Fc~.-Rs presentes en las células de pacientes con esta enfermedad no son 

func.or.a!es Incluso la enfermedad se caracteriza por una ausencia del Fc7Rlll en los granulocitos 

correl¡ic1onado con el padec1mie~to renal (Flores-Borja et al, 1998; Sz:ucs et al, 1995). Así, las 

evrdencras hasta ahora obtenidas muestran un papel más importante en el desarrollo de estas 

enfermedades que el que juegan las moléculas del complemento (Wallace et al, 1994; Deo et al, 

1997. D1Jstelbloem et al. 200 1) 
; 

En cuanto a la inmunologia tumoral, experimentos realizados en ratón han demostrado que el 

Fc¡Rllb1 esta involucrado en el desarrollo de tumores. ya que este actüa como factor de 

progresión cuando se expresa ectóp1camente en células tumorales no linfoides, aunque el 
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mecanismo por el que se lleva a cabo aún no se define (Zusman et al. 1996). Por otro lado, 

estudios en humano han demostrado que el Fc"(Rlll soluble puede ser considerado como un 

marcador predictivo o de diagnóstico, ya que estudios en pacientes con mieloma múltiple 

muestran una expresión disminuida, mientras que la expresión del FcyRll está un poco aumentada 

(Tartour et al, 1995). 

También se ha demostrado que los Fc-¡Rs juegan un papel muy importante en la CCDA, pues se 

ha visto que el reconocimiento del Fc-(HI µ01 un anticwer¡:," biespecifico, que además reconoce al 

antlgeno HER-2/neu (el cual está sobreexpresado en células tumorales de mama u ovario) puede 

activar a monocitos y macrófagos para la eliminación de las células tumorales. Ademas, estudios 

en ratón han demostrado que el Fc-¡Rlll también es una buena opción para la fabricación de 

anticuerpos terapéuticos para el caso de cáncer de pulmón (Valone et al, 1995; Clynes et al, 2000). 

MOOULACIÓN DE LOS FcyRs • 

Debido a todas estas actividades que desempei"lan los Fc-,Rs. resulta interesante la posibilidad de 

modular la expresión de los mismos para restablecer el correcto funcionamiento y el balance entre 

los re.:::eptores con el fin de evitar cuadros patológicos ~orno los descritos anteriormente. Es por esa 

razón que durante los últimos ai"los ha habido un gran interés en evaluar el efecto de algunas 

c1tocinas sobre la expresión de los receptores FcyR 

Asi. los estudios realizados se han enfocado principalmente en humano, donde citocinas como el 

IFN-·, inducen la expresión del Fc·fRI en células U937 (Gessl et al, 1994), células cebadas 

(Okayama et al. 2001 ). neutróf1los. eosinófilos y monocito-macrófagos (van de Winkel & Capel, 

1993). y la mduccion del FcyRll y el Fc;Rlll en células endoteliales de la aorta humanas (Pan et al, 

1998). también aumenta la isoterma Fc·:Rlla en macrófagos pentonealés (Z1mmer & Jones, 1990), 

aunque en monocitos (Weinshank et al. 1988) y macr6fagos peritoneales disminuye la isoterma 

Fc·;Rllb (Backman e. Guyre, 1994) e inhibe la fagocitosis dependiente de anticuerpo en macr6fagos 

(ltao e. Srmon. 1994). 
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El hFc"{RlllA también es inducido por el TGF-P en monocitos, mientras que el IFN-y, el GM-CSF y 

el G-CSF son inductores del hFc"(RlllB (Hulett & Hogarth, 1994). La IL-4 participa como un lnhibidor 

del FcyRllA (Hulett & Hogarth, 1994), aunque provoca un incremento de la expresión de FcyRs 

particularmente de la isoforma Fc"(Rllb2 en monocitos (Pricop et al, 2001). Por otro lado, el TNF-o. 

también induce un incremento en la expresión del FC"(RI en células U937 (Gessl et al, 1994), al 

igual que para el FcyRll en células endoteliales de la aorta (Pan et al, 1998) y para la isoterma 

Fc-¡Rlla e:n células WEHl-3, aumentando 2.5 veces el nivel basal (Zimmer & .Janes, 1990), mientras 

que en neutrófilos el TNF-a inhibe al hFcyRlllB (Hulett & Hogarth, 1994). La IL-1 disminuye al 

Fc-¡Rlll a nivel de protelna al igual que disminuye la fagocitosis debida a este receptor (Llao & 

Simon, 1994). 

Los estudios realizados en ratón son mas limitados. Sin embargo, en cuanto a la modulación de los 

Fc-¡Rs. los trabajos existentes muestran que el IFN--¡ induce considerablemente la expresión del 

Fc·¡RI en macrófagos (S1vo et al. 1993; Wu et al, 1996), y el FeyRll de eosln6filos a nivel de 

proteína. en contraste, la IL-4 inhibe la expresión de ARNm del FC"¡Rtl y FcyRlll (de Andres et al, 

1994). También se sabe que la lL-1 induce un incremento en la formación de rosetas, y por lo tanto 

de Fc-¡Rs en células leucémicas (Santiago, 1996). 

En el caso particular del Fc-rRlll, el IFN-y induce su expresión en células RAW 264.7 y .J774a a 

nivel de ARNm y proteína (Wetnshank et al. 1988. Radeke et al. 2002). así como en macrófagos 

donde aumenta 1 5 veces su expresión (S1vo et al. 1993) y en eosinófilos aumenta también los 

niveles basales a nivel de proteína (de Andres et al, 1994) Por otro lado. el GM-CSF induce la 

expresión de ARNm y proteína dal Fc:"Rlll en eosinófilos de ratón (de Andres et al. 1994). 

En los párrafos antenores se muestran los efectos de diversas citocinas en la modulación de la 

expresión de los Fc;RI. FC-;"Rll y Fc·rRlll en células maduras Actualmente sa sabe muy poco sobre 

la modulación de los receptores en células primitivas. Hasta el momento se ha observado la 

pre~encia de proteína de los tres Fc-1Rs en células CD34+; sin embargo. no son funcionales ya que 

no conducen a macropinoc1tos1s o fagocitosis (Kolb-Maürer et al, 2002). Se ha mostrado que 

progenitores mieloides humanos CD34• y células dendrit1cas ~xpresan el receptor FcyRI (CD64) 
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(Deo et al, 1997); por otro lado, algunos estudios consideran que la presencia del Fc-¡RI en células 

CD34• es un indicador de diferenciación hacia el linaje granulomonocftico, debido a que se induce 

el Fc"fRI a medida que la célula pierde su multipotencialidad (Olweus et al, 1995). 

También en células progenitoras de mastocitos se ha localizado la expresión del Fc"(Rlll (Lobell et 

al, 1993) y en la línea celular primitiva FDC-P2/185-4 de ratón, dependiente de IL-3, se demostró 

que el Fc"'fRlll activado es responsable de la inhibición de la apoptosis, ocasionada por la falta de 

IL-3, aumentando la producción autócrma de esta citocina (Yo::i111;..C:::1wa et al, 19;'16), induciendo los 

niveles del receptor ant1apoptót1co CD95 y favoreciendo el crecimiento celular (Yoshikawa et al, 

1997). Estudios recientes muestran un incremento en l¡i expresión de rosetas en células primitivas 

mieloides 320 por efecto de la IL-1jJ, e IFN-·1 (Martinez, 2000), lo cual indica un aumento a nivel de 

membrana debido a la c1toczna, también se ha mostrado que la IL-1 p inhibe la proliferación de las 

células 320 mediante un mecanismo que consiste en la inducción de ARNm y proteína bioactiva 

de TNF-u. (Ledesma 2002). que se piensa podrla participar en la inducción de rosetas inducida por 

IL-1 (1. Resumiendo. las ti picas citocinas moduladoras de FcyRs en células primitivas de ratón son 

principalmente la IL-1 íl. e IFN-y, y el TNF-a. 

lnterlcuCina-1. 

lnterleucina-1 es una molécula gJ¡coprotéica que posee un amplio espectro de propiedades 

inflamatorias. metabólicas, fisiol691cas. hematopoyéticas e inmunológicas (Dinarello 1991 ). Existen 

dos formas biológicas la interl;ucina-1 alfa (IL-1u y la interleucina-1 beta (IL-1{J), ambas formas se 

une~ a~ mismo re::eptor y. por l:i tant:>. trenen la misma actividad biológica, a pesar de que 

muestran tina homologia muy baja en la secuencia de aminoácidos (20 a 30%1), sin embargo existe 

un alto grado de conservación de se:;uencias (entre 75 y 78'%) entre especiss. de manera que no 

es especie-especifica (Schindicr & Dinarello 19?0) 

E;.:1ste otra mo1.3cu!a similar a la IL-1 que se une a1 mismo receptor, pero esta no despierta ninguna 

a::ti•.'ldad brolog1ca. debido a estas cara::terist1cas se le ha dadc· el nombre de antagonista del 

receptor de la IL-1 (IL-1 ra) Estas tres moléculas constituyen la familia de la IL-1, aunque 

recientemente se agregan otras dos moléculas relac1onadas. conocidas como znterleucina-1 delta 
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(IL-1S) •• e interleucina-1 epsilon (IL-1E;), en tejido embrionario y células epiteliales. La IL-1ó muestra 

una alta homologla con IL-1ra y tiene la caracterlstica de inhibir la activación del factor de 

transcripción NF-KB, inducida por parte de la IL-1.c (Debets et al, 2001). 

El gen para la IL-1P es de 7 kb (Clark et al. 1986), este gen en el humano, está localizados en el 

cromosoma 2 en la posición 2q13, en la misma región que IL-1ra y los receptores del tipo 1ytipo11 

para la IL-1 (Lafage et al, 1989). Los genes para IL-1 codifican para una protefna precursora (pro-

IL·1) d~ .211 kDa, que es cortada por enzimas prc.:colítica:. para generar las formas m::idur~s de 17 

kDa. A diferencia de la pro-IL-1u. que es biológicamente activa, la pro-IL-1P es sólo parcialmente 

activa y debe ser cortada por una enzima especifica conocida como enzima convertidora de la 

IL-1í\ (ICE) (Bilhau et al. 1986; Hoang et al, 1988; Hamblin 1993). IL-1a es una protelna 

preferentemente enlazada a membrana mientras que la IL-1P es una protelna de secreción, siendo 

por tanto la forma predomrnante de la IL-1. en el sobrenadante de los cultivos y fluidos corporales 

(Dinarello 1991) 

Se considera como fuentes principales de IL-1 a las células del tipo monocito-rnacrófago, sin 

embargo se. ha demostrado que prácticamente todos los tipos celulares pueden producir IL-1 bajo 

las condiciones adecuadas De esta manera. entre los tipos celulares identificados como 

produt:tores de esta molecu!a están los neutróf1los. los astrocitos. los linfocitos T y B. los 

fibroblastos. los querat1nocitos. las células NK. sinoviales. epiteliales, dendrlticas. endoteliales, 

musculares y células de l;i mi-::rogiia (Opp.enhe1m, 1986) 

La interleucina-1 es un el-ernen!o 1mp=irt~nte en el mantenimiento de la homeostasis, tanto por el 

número tan vasto de células sobre las que a::túa. como por estar vinculada a una amplia variedad 

de procesos metabólicos. que regulan b.3s1camente a los sistemas inmun-e, neuroend6crino y 

neuroinmune (Dinarello 1996: Alhe1m & Bartfa1 1998). La mayoria de los efectos de la IL-1 (Tabla 

4) son med1~dos por la 1ndu::ción de otras c1tocinas, tales cc.imo la interleucina-2 (IL-2), 

interl¿:ucina-6 {IL-6). TNF. IFN (F1bbe & Fa\kenburg 1989) 
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Sistema nervioso central 
Metabolismo. 

Tabla 4. 
Efectos biológicos de la IL-1. 

Induce fiebre. sueflo. anorexia y liberación de neuroeépt1dos. 

l lncremenla la sintesis de prote.inas de fa. se aguda. 
Eleva los niveles de Zn y Fe en el suero 
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1 Incrementa la sinlesis de insuhna y excrec,,.,io=-:· n_,_,,_de:_cN"'ª'---------------l 

-
~uce hipotensión y shock 

rementa la adherencia d~ leucoc11os 
f-:~~---~----- smmuye la resistencia vascular 
1 !:teclas inmunolog1..::os 1 ·'\ct1vu cé!:..:!a::; l'Jl~ .:-,-, si •• e1·g1s1nc, c.011 lL-.Z e Ir'~..:. 

Sistema vascular. 

Activa o hnfocitos T para la sintcsis d-e IL-2 
S1nerg1za con IL-4 para produc1r IL-6 que activa a l1nfocitos B. 
Incrementa ta exprcsion de receptores para IL-2. 
Incrementa la c1toto-.:1cidad de macrófagos. 

rE~f~e~c~to~s~i~nn~a~n~,a~t~o~n~o-s----+7:~~~~~~~~:~::~¿~;:~~~~:~~~~~~~~:~~o~~a-ge-n--a-s~a~.-----------i 
Induce la liberación de histamina por basófilos. 
Induce la degranulac16n de neutrofilos y la liberación de tromboxanos por 
rr.onoc1tos 

>-=~~~---.---~---·-'~A~u~~e-~_!a~I?_r~~!..._o__'.:!.__c_í~_~r,Q_c':!_l_a~_E~~~sion_~-~----------; 
Efectos de te11do vascular 1 :~~~~~~~~ 1~c1~v~~nde~1r:i~~~gdu~a;~~u~a~ ~~~~~l~:1~~~IEd1ales 
Efectos en tiemat0Poyes1s. --T1ndUCe------¡¡:¡---p¡:o,:¡u¿c10ñ dC-dfXCS~o-:CSF~--M-C•~s·~F"-e~l~L~-3~e-n--ce~·1-u~la----ls 

1 estroma!es de n1edula osea 

1 

Aumenta la sobrev1venc1a in v1tro y protege o las células precursoras 
hematopoyE>t1cas de agentes cilotóx.cos 
S1nerg1za con IL-3. IL-6. G-CSF y t.1-CSF para regular la proliferación y 
d1fercn?iac1ón de célula.;;. tallo hasta colonias especificas de un linaje 

! ! ~~~~~r:;~~~~ct.:imente la producc1on d<? plaquetas 

l j 1ndlJ~e la exp~es1on d~ receptore5 Fe en c~lulas m1elo1des 

-------------~-Ll_r,h1b-::·__J__~J::i~_-:l~P.~i'..!!~1_s ________ ~-----------------
(Tomada de t.11artinez 2000J 

Se reconoce que la IL-1 participa en la proi1ferac:ón de cerulas hematopoyéticas. induciendo la 

pro~ucción de c1toc1nas (Ruscett1 et al. 1992) 'I factores de crecim!ento por las células estromates 

de rnédu!n ósea (D1narello 1994) A:1emas fa'.1ore::e ta super·;ivencia y proliferación de las células 

precursoras hen1:;it-:ipo:,'et1cas. con lo cu.al facilita la recupera::10., de ratones 1rrad1ados letalmente 

(Dinarello 1994, F1bbe &. Fali<.enburg 1990. Jovc1c et al, 1996. Kennedy & Borch 1999, Snoeck et 

al. 199..:.) Se sab.:: de su part1c1pac1ón en la prohferac16n de varios trpos de leucemias, de su 

capacidad para otorgar un efecto rad10 y quim1oprotector a las células hematopoyéticas (Moreb & 

Zu~a!I! 1992) y el efecto sinérgico con otros factores para favorecer la proliferación de precursores 

mieloides (Dmarello 1996) 
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Sin embargo también existen algunos reportes que indican que la IL-1 inhibe la proliferación de la 

Unea leucémica de ratón M1, asf como de la Hnea mieloide humana K562 (Onozakl et al, 1985; 

Lovett et al, 1986); se le reconoce como una citocina reguladora de la proliferación de células de 

leucemia aguda (AML) e inhibidora de la proliferación de macrófagos inmortalizados con retrovirus 

hasta en un 25º/o (Carter et al, 1992). 

Fs corioC'idn cp '"'!' la combin;:u:·iñn d~ factor estimul~tior tiP. células tallo {SC':F), IL-6, interleucina-11 

(IL-11) y EPO favorece la multiplicación de los progenitores mieloides totipotenciales. pero la 

adición de IL-3 o IL-1 {alfa o beta) suprime la producción de unidades formadoras de colonias en 

cultivo (Yonemura et al. 1996); además, recientemente se demostró que la IL-1P inhibe la 

proliferación de las células 320 de ratón (Martlnez 2000), una línea mieloide muttipotencial 

dependiente de IL-3, ampliamente usada como modelo de estudio de la hematopoyesis normal 

(Boosalis et al, 1997; Sanchez et al, 1998). 

Existen reportes de que altas dosis de IL-1 inducen la producción de TNF-a (Dinarello 1996; 

lkej1ma et al. 1990: Gasparctto et al. 1989) el cual puede suprimir la formación de colonias (Ware et 

al, 1992) y recientemente se demostró que células C034+ humanas expresan de manera 

constitutiva el gen para el TNF-u (l\1ajka et al. 2001). 

Factor de Necrosis Tumoral alfa. 

Este térrrnno se refrere a dos c1tocinas. codificadas por genes distintos, conocidas como factor de 

necrosis tumoral alfa o cachectina (TNF-<1) y factor de necrosis tumoral beta o linfotoxina (TNF-p). 

Ambas c1toc1nas interaccionan con los mismos receptores de membrana y están implicadas en la 

respuesta del organismo contra algunas enfermedades (Trace:; & Cerami 1994). 

El gen para el TNF-u cod1f1ca para una pro-hormona que accesa a la membrana celular como un 

polipépt1do de 26 kDa (Knegler et al. í988; Perez et al, 1990, Jue et al, 1990). esta forma enlazada 

a membrana es bioact1va y está implicaqa en las actividades paracrinas del TNF-a en diversos 

------------------------·----- - ------
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tejidos. En respuesta a endotoxinas bacterianas por ejemplo lipopolisacarido (LPS) y otros 

estímulos, la forma precursora es cortada por enzimas proteollticas para generar la forma madura 

de 17 kDa (Pennica et al, 1984; Oavis et al, 1987). Tres de estas formas monoméricas se asocian 

de manera no-covalente para formar un trlmero, que es la forma bioactiva del TNF-a. predominante 

en suero y fluidos corporales (Smith & Baglioni 1987; Janes et al, 1989). 

Originolmcntc se consideraba que e! TMF-a ero cxr.!usivamente producido por monocitos y 

macrófagos (Lange 1992: Lejeune et al, 1998), sin embargo se ha observado, al menos in vitre, 

que muchos tipos celulares son capaces de sintetizar TNF-a. (Sidhu & Bollan 1993), entre estos: 

las células de leucemia promielocitica aguda, timocitos, linfocitos T y B. células NK, fibroblastos 

(Bharat & .Jordan 1992; Hamblin 1993) y otros tipos celulares en respuesta a toxinas bacterianas, 

productos inflamatorios e infecciones por Pseudomona aeruginosa, Franclsella tularensis y 

salmonela (Cole et al, 1999; Stenmark et al, 1999; Ciacci-Woolwine et al, 1997). 

El TNF-u muestra una amplia gama de efectos biológicos que en general, no son especie-

especitJcos (Aiyer & Aggar.a..-n: 1988). Su principal actividad in vivo, se refiere a la citotoxicidad 

sobre células tumorales que varia dependiendo de las condiciones de crecimiento y el grado de 

d1ferenc1ación (K1rste1n et al. 1986). en estudios in vitre actúa selectivamente sobre lineas celulares 

transformadas. no teniendo efecto sobre células normales en cultivo salvo ciertas excepciones en 

las que. bajo condiciones en particular inhibe la prohferación de fibroblastos. células endoteliales, 

ad:pocitos y queratinoc1t.::.s (Sugarman et al, 1985, Fransen et al. 1986) 

Dependiendo de la cé!ula bla'lco y de la presencia de 1nh1b1dores metabólicos. el TNF-a puede 

inducir necrosis o muer:e por apoptos1s (Schmid et al. 1986. Grooten et al, 1993), asl mismo está 

involucrado en la induccion y expresión de genes, en procesos inflamatorios, reparación de tejidos, 

respuesta inmune y hematopoyes1s. se le ha detectado como agente importante en cuadros de 

artntis e infecciones vincas y bacterianas (Tabla 5) 
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Tabla 5. 
Efectos blológtcos del TNF~a. 

Importante papel proinflamatorio 1n vivo debido a la aciivac16n de neutrófilos. 
células mast. endotel1ales, macrófaoos v fibroblastos. 

Pérdida de peso (cachexia). Esta implicado en pérdida de peso corporal durante cachex1a. 

Ant1tumoral 

Su administración produce anemia al abatir la producc16n y vida media de 
eritrocitos 
Suprime in vivo el crecimiento de células tumorales. 
Esta implicado en la regresión de tumores en modelos animales 
En algunos casos de leucemia mieloide aguda. actüa en sinerg1smo con GM
CSF cara inducir orohferacion 

Promueve el crec1m1ento de células T. induce receptores para IL·2 y sintes1s _l
/\ctúa contr¡;:i mfec::c1.one. s b.:!ct¿nanas me~ic~t:: /:;: ::::!:·.·::::c1ór. de r.c:.:tr!'.:f:l::-:;, 
monocitos y eosinofilos 

de IFN-"':", · 
r.R~eccscco-,,c-,.,,,,.o_.n-,,dc-e~h-u-e-s-o-- ~Es~feSoíC-;ond.,.,e~h-u_e_s_o_p_o_, __ a_c_c-,•o_n_d_.,-,e-c_.ta_e_n_o_s~t-eo-,b~la-s-,t""o""s-y-ce~l-u~la""'s-i 

osteoclást1cas 
51¿2!!..._'!1_!! la s1nt~1~~ cq}~_12_q_y fosfatasa alcahna en osteoblastos 

Auto1nmun1dad_____ E_s_!a tn\IOlucrae!_Q_e~!.29~.!§. de Lup_i¿s~n~e·~'~"'~"~---------i 
Efectos en hematopoyes1s 11upnme la prohferac1on de celulas precursoras hematopoyet1cas humanas 

Actua como radio y qu1n11oprotector 
Potencia el crec1m1ento de celulas progenitoras humanas y de ratón, 

--------- cT~~7~~ªf~~litPc~~~G¿."~-~"c~,;"'t'"&'.-,J·a=-,ccdcca-n~1~9"'°9°'2,_¡ ------------~ 

Debido a su importancia como inmunomodulador y agente ant1tumoral tanto in vitre como in vivo, 

se le ha examinado extenSl'Jamenta como una alternativa terapéutica en tratamientos de cancer, 

así en estudios prectinicos se ha administrado en combinación con otras citocinas y agentes 

quim1oterapéut•cos (Beyert e. F•ers 1998). sin embargo si?!o en muy pocos casos se han logrado 

actividades smergist1cas favorables y rem1s1ones parciales (Negrier et al, 1992) 

El papel del TNF·1t en hema!opoyes1s se ha estudiado amphamente y se reportan efectos tanto 

estimuladores cerno mh1b1dores. dependiendo del sistema y de la naturaleza de las células 

hema!opoyet1cus <Lcetscher et al. 1991, Caux et a1, 1990, Murphy et al, 1988; Wisniewski et al, 

1987) Aunque m1c1almen:e se le 1dent1f1c6 como un factor citotóxico posteriormente demostró 

propiedades estimuladoras del crecimiento en diversos tipos celulares (Vilcek et al, 1986; Digel et 

al. 1 SS9). en este contexto se ha demostrado que puede actuar de manera sinérgica con IL-3 o 

G~.1-CSF. para potenciar el crecimiento de células progenitoras hematopoyét1cas CD34+ de ratón 

(Blackx et al. 1991: Caux i;:t al, 1990) Adicionalmente el TNF-a incrementa la sobrevivencia de 

cultivos 1nd1v1duales de células Lln- Sca-1 + en cultivos tratados con IL-1 ¡1., este incremento en la 

sob:-ev1venc1a de células progenitoras responsivas a IL-1 í\ se correlaciona con un incremento en el 
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número de células viables y supresión de apoptosis. El sinergismo entre TNF-a. e IL-113 que media 

la supresión de apoptosis en células progenitoras Lln- Sca-1 + in vitre, es particularmente 

interesante considerado el papel radioprotector (Neta et al, 1988) que de manera sinérgica tienen 

ambas citocinas, y que explica al menos en parte el mecanismo radioprotector. 

A pesar de los estimules positivos, el TNF-a es un clásico supresor de la hematopoyesis In vitre 

(Murphy et al, 1988), que Inhibe la proliferación de células progenitoras de 111édula ósea de ratón v 

humano, en respuesta a la mayorla de las citocinas que se emplean como estimuladoras, incluidas 

el SCF (Degliantoni et al. 1985; Caux et al, 1991). 

EL INTERFERÓN GAMMA. 

El IFN-y se identificó hace 30 anos debido a su actividad antiviral. Las principales células 

productoras son: las células NK activadas (Perussia, 1991). los linfocitos T auxiliares y los linfocitos 

T citotóxicos CDS+ (Sad et al. 1995). En los linfocitos T el principal inductor de IFN-y es el 

entrecruzamiento del TCR {Ullman et al, 1990), sujeto a otras condiciones reguladoras impuestas 

por el estado de diferenciación de la célula efectora. En las células NK, la producción de IFN-y es 

estimulada por citocinas derivadas de macrófagos, especialmente el TNF-a y la IL-12 (Trinchieri et 

al, 1995). 

Et JFN-·/, IFN inmune o IFN de tipo 11, es una ghcoproteina homodimérica de 21-24 kOa constituida 

por 143 residuos de aminoacidos. la cual presenta diferentes grados de glicosilación. Cada 

subunidad contiene 6 u-hélices con la ausencia de hojas n-plegadas. El IFN-·t está codificado en un 

gen único ubicado en el cromosoma 12 humano en la región p12.05 {Bharat & Jordan, 1992). 

Mientras el IFN-a y el IFN-i\ son producidos tlpicamente por leucocitos y fibroblastos, el IFN·y es 

producido en los l1nfoc1tos T y en las células NK después de estimules inmunológicos. Sin embargo 

el IFN-u y µ no son inducidos directamente en las células después de una infección viral (Pestka, 

1997) 

El IFN-y posee un amplio espectro de actividad y está involucrado en interacciones complejas 

(Tabla 6). Desempeña actividad antiviral, impacto en el metabolismc celular y en la diferenciación, 
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conduciéndola hacia monocitos; e inhibe la proliferac!On de células tumorales, de músculo liso, 

endoteliales, hematopoyéticas, y la slntesis de colágeno y miofibroblastos (Jonasch & Haluska, 

2001). También participa en la regulación de la expresión de moléculas del MHC clase 11 y la 

inducción de la síntesis de óxido nrtrico, en la regulación de las interacciones leucocito-endotelio, la 

inducción de componenetes de la cascada del complemento, y la respuesta de fase aguda. El IFN-

y también está involucrado en mecanismos de apoptosis, donde el mecanismo aún no esta 

Psclarecido (Boehm, 1997). 

Efectos en presentación de 
antlgenos 

Efectos en inmunidad 

Efectos en Hcmatopoyesis 

Tabla 6. 
Efectos biológicos del IFN-y 

Aumenta la expresión de moléculas del MHC clase 1 y 11. 

Aumenta receptores para lgG tipo 1 y 111 en monocitos. macrófagos 
y polimorfonucleares 

Estimula a las células NK, hnfocitos T, incrementa la producción 
de anticuerpos por hnfoc1tos B y es act1vador de macrófagos. 

(Tomada y modificada de Flores. 2000). 

Asi. el conocimiento de las citocinas que son capaces de modular la expresión de los Fc-tRs en 

células primitivas es de gran interés, ya que, la mayoría de los cuadros patológicos mencionados 

previamente. relacionados con la expresión aumentada o disminuida de los Fc·1Rs, se observan en 

células maduras, por lo cual si se cond1c1ona a células primitivas para restablecer niveles 

adecuados de los Fc·,1Rs, mediante la adición de citocinas se estará generando una gran cantidad 

de células maduras con niveles normales de estos receptores. que puedan desarrollar finalmente y 

de manera exitosa la respuesta inmune del organismo; de esta forma se puede establecer a 

algunas citocinas como una opción terapéutica para corregir cuadros patológicos adversos 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Es conocido que los FcyRs son moléculas fundamentales en la eliminación de complejos 

antígeno-anticuerpo ya que sirven de puente entre la respuesta inmune humoral y la celular. Se 

sabe que el estimulo de diversas citocinas como el IFN--, y el TNF-u induce la expresión de FcyRs 

Pn c~lufa!"O mAdur~s (1 i;:in & Rimen, 1994), no ohstante la modular.ión de esto!=> receptores 7n 

células hematopoyéticas primitivas es poco conocido, y de gran importancia, ya que pueden 

originar células maduras mieloides con niveles normales de FcyRs, que ayuden a eliminar los 

cuadros patológicos adversos. Recientemente mostramos que la rhlL-1 p también inhibe la 

proliferación de las células 320 mediante un mecanismo que consiste en la inducción de ARNm y 

protelna bioactiva de TNF-o. (Ledesma, 2002); ademas hemos mostrado que la IL-1P, e 

IFN-y modulan notablemente la expresión en membrana de los FcyRs en células hematopoyéticas 

multipotenciales 320 de ratón (Mart!nez, 2000). sin que sea claro que tipo de receptor es inducido. 

Por ello. el presente trabajo tiene como finalidad establecer si el IFN-·¡, TNF-a. e IL-1 p modulan la 

expresión de ARNm para cada uno de los tres FcyRs en células multipotenciales y establecer si 

existen o no semejanzas en el patrón de expresión de los receptores. particularmente entre el 

TNF-ec. e IL-1 p ya que comparten rutas de activación celular. 
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JUSTIFICACIÓN. 

Los Fc-1Rs, en condiciones normales, son moléculas Importantes debido a su participación en la 

respuesta inmune. Induciendo varios procesos biológicos que tienen la finalidad de destruir al 

agente patógeno, ya sea por fagocitosis e inflamación o por citotoxicidad celular dependiente de 

anticuerpos. que es la principal vla de eliminación de células tumorales y bacterias. Sin embargo, 

!.::~!:::ién se s<:ibc que los Fc·rR~ dcr:r.r.ipcnon un !"Opel principal en el progreso de cuadro!: 

patológicos adversos como las enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide, Nefritis, diabetes, 

etc.), donde altos niveles de FcyRs pro-inflamatorios (FcyRI y FcyRlll) son responsables de la 

inflamación (Zusman et al, 1996). Esto es relevante ya que se sabe que a nivel nacional este tipo 

de enfermedades ocupa el 47 % en los gastos médicos y de hospitalización de estos pacientes, 

además de que originan un 28 % de la mortalidad reportada en el pals por el Sistema Nacional de 

Salud (Dir Gral de Est. e lnf. Secretarla de Salud, 2000). Es por estas razones que se hace 

necesario conocer los diversos factores que modulen a los receptores Fcy desde estadfos 

tempranos de diferenciación celular, y asl ofrecer una alternativa terapéutica para obtener células 

maduras eficientes en el control del progreso de la autoinmunidad y abatir la respuesta 

inflamatoria. 

TESIS rm.J 
FALLA JJ-Ci vlU.i.xEN 



31 

HIPÓTESIS. 

La adiciOn de rmlFN·"f, rh1L-1P y rmTNF-a a las células 320 inducen la expresión diferencial de 

ARNm para los tres tipos de Fc-1Rs de ratón. 

OBJETIVO 

Ancillzar si lo IL-1p, TNF-a y et IFN-y modulan la expresion ae ARNm para el f-"cyH.I, FcyRll y 

FcyRlll en la línea celular hematopoyética multipctenclal 320 de ratón. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

Identificar los FcyRs expresados constitutivamente en la linea celular hematopoyética 

multipotencial 320. 

Estudiar el efecto de las citocinas TNF-a, IFN-y e IL-1P sobre la expresión de ARNm de tos tres 

receptores Fc-¡Rs en la linea celular hematopoyética multipotencial 320. 

TEST~ 0n-t1T 
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METODOLOGIA. 

LINEAS CELULARES. 

Para este trabajo se empleó la linea celular hematopoyética multipotencial de ratón 320 

dependiente de interleucina 3 (IL-3), la cual fue donada por la Ora T. Hoang (Laboratorio de 

Hematopoyesis y Leucemia, Montreal, Canadá) y la linea L929 de fibrosarcoma de ratón. Las 

células fueron cultivadas en medio de cultivo lscove's Modified Dulbecco's (Gibco BRL, USA) 

suplementado con 10% de suero fetal de bovino (Gibco BRL, USA) adicionando 0.5 ng/mL de IL-3 

recombinante de ratón (rmll-3) (R&D System, USA), a excepción de la linea celular L929. Las 

células se mantuvieron a una temperatura de 37º C y 5% de C02 y resembradas cada 48 hrs. 

CITOCINAS RECOMBINANTES. 

Para esta tesis se utilizó interferón gamma recombinante de ratón (rmlFN-y), factor de necrosis 

tumoral alfa recombinante de ratón (rmTNF-a), interleucina-1 beta recombinante humana (rhlL-1p), 

y rmll-3 obtenidas de R&D Systems, USA. Estas citocinas se reconstituyeron en PBS al 0.1 ºla de 

albúmina sérica bovina. En todos los casos las citocinas se dividieron en allcuotas y se 

almacenaron a -70ª hasta su uso. 

CURVAS DOSIS-RESPUESTA. 

Para evaluar el efecto de la rhll-1p, rmTNF-a. rhTGF-P1 y rmlFN-"( sobre las células 320, se 

cultivaron 1x 10~ cel/ml en placas de 96 pozos (Nunclon. USA) en presencia o ausencia de 

d1ferentes concentraciones de los recomb1nantes antes mencionados, después de 48 h de cultivo 

se procedió a evaluar el número celular por conteo directo ut1l1zando un hemoc1t6metro (datos no 

mostrados). Paralelamente se determinó la viabilidad celular (datos no mostrados) por la técnica de 

exclusión al azul tnpano (Sigma. USA). como se ha descrito previamente (Redel & Link, 1996; 

Tanaka et al, 1993). Se efectuaron tres ensayos independientes con tres repeticiones por 

condición. 
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ESTÍMULO DE LAS CÉLULAS PARA EVALUACIÓN DE FcyRs POR RT-PCR. 

Para evaluar el efecto del rmlFN-·t (25 ng/ml), rmTNF-a (10 ng/ml), rh1L-1P (5 ng/ml) en la 

expresión de RNAm de células 320 se realizó un mlnimo de tres ensayos independientes. Para 

cada ensayo se expandieron células 320 en cuatro cajas Fisher de 100X15 mm de superficie de 

cultivo (Fisherbrand Scient1fic. Pitsbourgh. Pensylvania) a 2X105 ceUmL durante 48 h. El total de 

células asi obtenidas fueron rnszcladas y cultivadas ?. una densidad inicial d~ RX105 cel/mL ~11 

presencia o ausencia de los recombinantes antes mencionados para periodos de 3, 6 y 12 h, 

además de un cultivo de cero horas sin estimulo. Una vez transcurrido tales periodos de tiempo se 

procedió a realizar el lisado de las células. 

LISADO CELULAR Y EXTRACCIÓN DE RNA POR TRIZOL. 

A partir de este proced1miento todos los materiales son estériles, libres de enzimas que degradan 

ADN y ARN. y hbres de metales Las células obtenidas del cultivo celular en presencia o ausencia 

de las citocinas se centrifugaron a 1500 revoluciones por minuto (rpm) (OYNAC, Becton-Dickinson, 

NJ. USA) por 5 minutos para eliminar el sobrenadante, después se realizó un primer lavado con 10 

mi de PBS. segwdo de otro lavado con 1 mi de PBS en un tubo eppendorf para obtener el botón 

celular y finalmente ILsarlo 

Para l1sar las células se adicionó 1ml de reactivo Trizo! (lnvitrogen; por cada 6-8X10& células) al 

boten celular de cada muestra por separado, mismo que se resuspendi6 constantemente hasta 

lograr u~a suspens1on homogénea y no viscosa Una vez lisadas todas las muestras, se 

a:macenaron a - 70 "C hasta la extracción del ARN total 

En el proceso de extracción de ARN, pnmero se incubó cada muestra durante 5 minutos a 

temperatura ambiente, posteriormente se adicionaron O 2 mi de cloroformo, y manualmente se 

agitó v1goros:::m1ente d~iran:e 15 segur.dos para después incubar 3 minutos a temperatura 

amb1ente Se centrifugaron las muestras a 12000 rpm durante 15 minutos a una temperatura de 

4"C en una centrifuga refrigerada (Eppendorf. USA). De las tres fases resultantes se separó la fase 

acuosa con ARN. que es la fase superior, ~transfiriéndola a otro tubo eppendorf El ARN presente 

IT.Srn r<n-...r 
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se precipitó agregando 0.5 mi de lsopropanol. se agitó manualmente y después en un agitador 

mecánico (vortex) y se incubó a temperatura ambiente por 10 minutos; posteriormente se 

centrifugó a 12000 rpm por 10 minutos de 4ºC obteniendo asf un botón de ARN. Este botón se lavó 

eliminando el sobrenadante y adicionando 1 mi de Etanol al 75% en agua desionizada tratada con 

dietilpirocarbonato al O. 1 % (Agua DEPC), se agitó en un vortex y se centrifugó a 7500 rpm por 5 

minutos de 2 a 8"C. Posteriormente se eliminó el sobrenadante y se dejó secar a temperatura 

ambiente. El botón de ARN puro obtenido se resuspendi6 en agua DEPC (0.1 º/o) en bano marfa a 

65ºC por 5 minutos. después de lo cual se almacenaron a - 70ºC hasta su uso. 

La integridad del ARN se 1dent1ficó cualitativamente a través de electoroforesis en un gel de 

agarosa al 2% con 4 pi de bromuro de etidio (10 mgtml) por cada 100 mi de agarosa en 

amortiguador TBE 1X (Tris. ácido bórico y EDTA 0.5 M disuelto en agua deslonizada estéril). El 

ARN se agregó al gel mezclado con buffer de carga (Glicerol al 20~0. azul de bromofenol al 0.01-

0.05 º/o y xilencianol 0.5 °/o en agua DEPC) en proporción 1: 1. El corrimiento electroforético se 

realizó a 70 volts. y se visualizó y fotografió en un transiluminador de luz ultravioleta (FotoDyne, 

Hartland. WI. USA) distinguiéndose las bandas constitutivas de ARN total (185 y 285). La 

cuantificación del ARN se realizó en un espectrofotómetro (Systems 9600 Perkln Elmer, New 

Yersey, USA) a una longitud de onda de 260 y 280 nm. 

RETROTRANSCRIPCIÓN (RT). 

El ARN de cada muestra fue retrotranscrito a ADN complementario (ADNc) por la técnica universal 

de RT utilizando el kit Gene Amp RNA PCR (Perkin Elmer, USA). A cada muestra se le agregó 

1 pg de ARN y ademas 2 O pi de MgCI.: (25mM). 1 o µ1 de buffer de PCR 10X, 4~ll de mezcla de 

DNTP's (DATP. DCTP, DGTP. OTTP 10 mM) , O.S~tl de Transcriptasa Reversa (MuLV) (50 U/µ1 , 

0.5 mi de inhibidor de RNAsas (20 U/~tl), 0.5 pi del primer Oligo dT (5J.tM) con el cual se 

retrotranscribe únicamente al ARNm a partir del ARN total. y 0.5 ~d de d1tiotreitol (DTT) (0.1 M). El 

volumen total de la reacción de 10 ~d se incubó 60 minutos a 42º C. posteriormente 10 minutos a 

90" C y por último un periodo de 10 minutos a 4'" e utilizando para ello un termociclador (Systems 

9600 Per~kin Elmer. New Yersey, USA) al final de cual se obtuvo ADNc 
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REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR). 

El AD Ne producto de la Reacción 1 nversa fue amplificado a través de la reacción en cadena de la 

polimerasa utilizando una mezcla de reacción que consiste de 2 J..ll de MgCl2 (25mM), 4 µI de buffer 

de PCR 1 OX, 28.35 Jd de agua DEPC, 1 µI de DNTP's, 0.25 µ1 de DNA polimerasa (Amplitaq 

5 U/mL), 10 µI de AONc, 0.2 Jll del oligonucleótido especffico (primer) para P·actina y 2µ1 del primer 

cc:-:-es~ond1ente (1 uM) 

PRIMER SECUENCIA TAMAr\10 REFERENCIA 
f\·achna 

1 sentido GGG TCA GAA GGA TTC CTA TG (Johnsen et al. 1998) 238 pb 
antisent1do· GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG 

Fc-rRI 
Sentido CTG CAG GAG TGT CCA TCA CGG TGA 350 pb (Sandor et al, 1994a; 
AAGA Sandor et al, 1994b). 
Ant1sent1do GGA TGT GAA ACC AGA CAG GAG 
CTG ATGA 

Fc-rRll 1 Sen!1do GCT GGA GGA ACA AAC TAC TGA ACA G Fc-:Rllb1: 477 pb 
y y 

1 Ant1sent1do GCA GCT TCT TCC AGA TCA GGA Fc·;Rllb2. 339 pb 
L__ ~<;et\ ____ -------------

C" i 
Sentido AGT CAC AGT GGG GAG TAC TAC TGC A 256 pb 

1 Ant1sent1do CAC TTG TCT TGA GGA GCC TGG 
_______!Q_C______I_ ____ - --~ 

Se obtuvo un volumen final de reacción de 50 ~d. el cual se incubó un minuto con 45 segundos a 

95" C, ligado a 35 ciclos de dos segmentos uno de 15 segundos a 95º C y otro de 30 segundos a 

60' C respectrvamente. seguido de 7 minutos a 72º C, para ligarse finalmente a un ciclo de 15 

minutos a 4" C en el termociclador (Systems 9600 Perkin Elmer, New Yersey, USA). 

ELECTROFORESIS DEL PRODUCTO DE RT-PCR. 

Para observar el producto de RT-PCR. éste se separó en un gel de agarosa preparado como se 

menciona previamente para el ARN. Los 50 ~ti totales de cada muestra de PCR se agitaron en un 

vortex y posteriormente se tomaron 4 ~d a los que se les incorporó 4 ~ll de amortiguador de carga; 

una vez homogenizado; se coloca cada muestra en un pozo del gel sumergido en amortiguador 

TBE 1X Se corrió el gel como se ha mencionado anteriormente durante 45 minutos, después de 

los cuales se visualizó con luz UV y los resultados se fotografiaron con cémara eco Foto/Analyst 
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(FotoDyne, Hartland, WI, USA), identificándose las bandas de ARNm para cada uno de los tres 

Fc-iR's mencionados. Se empleó un marcador molecular de ADN (0.05 µg/µI) de rango bajo con 

pesos moleculares que van de 147, 160, 160, 190, 201, 217, 242, 307, 404, 527, a 622 pb 

(Biotecnologlas Universitarias, México), como patrón de referencia para los productos obtenidos. 

ANÁLISIS DE IMAGEN. 

Para este análisis se elipl6 una imagen representativa de las tres repeticiones de cada condición. 

La intensidad de cada banda de las imágenes obtenidas se analizó en el programa Collage versión 

3.0 (Hartland, WI. USA) obteniendo asl un valor numérico. La intensidad de cada banda reportada 

por el software fue estandarizada y se compararon los valores de intensidad entre Fc-rR y P·actina 

(con o sin estimulo) obteniéndose un cociente. Para observar la diferencia en el nivel de expresión 

de ARNm entre el Fc·1R con estimulo y el basal se restó el cociente de la intensidad del Fc-rR con 

estimulo al valor del cociente sin estimulo (en unidades relativas, pues se basan en p.actina), lo 

cual nos permite observar finalmente la modulación de los FcyRs para cada uno de los tiempos del 

estudio. El resultado final de la modulación observada para el FcyRll fue graficado. 

TESIS rn~T 
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RESULTADOS. 

Las células 320 expresan niveles basales de ARNm para los tres tipos de FcyRs. 

Con la finalidad de estudiar la modulación a la expresión de los genes de los FcyRs en las células 

320, primero se evaluó la expresión basal de los receptores Fc"fRI, Fc"(Rll y FcyRlll en este tipo de 

células, empleando a la linea de células fibroblásticas de ratón L929 como control negativo de la 

expresión de estos receptores. Los resultados muestran la presencia basal de ARNm de los tres 

Fc-1Rs especfficamente en las células 320 ya que las células L929 no lo expresan (Figuras 4, 5 y 6; 

sólo carriles BAS y L929) 

350pb __ ..... .. 
238pb • 
350pb ~ .. 
?"':l.>=l:nh--. 

350pb __ ..... 

--... 
-

4llla 

.... 

3h 

- .... -B. rmTNF-u 

~ ~ -
- - -

C. rh1L-1Jl 

---- --
~ 

FcyRI ---
,.__ 

p-actina 

Fc·1RI 
.-j---

_,.__ 
p-actfna 

FcyRI 

Figura 4. Producto d~ RT-PCR para Fc-rRI en celulas 320 a 3. 6 y 12 h en presencia(+) o ausencia(-} de 
A 25 nglml de rmlFN-·~. B 10 nglni! de rmTNF-u y C S ng/ml do;:- rh\L-1¡1 BAS, cxpresiol'l basal de ARNm 
para Fc;Rs en las célula~ 320. L929. linea de celulas fibrobl<istlcas u!thzadas como con:rol negativo para la 
presencia de Fc:Rs. PJ'111. tn.3rcador de pesos moleculares 
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El IFN-y. TNF-a. e IL-1P no modulan la expresión de ARNm para el FcyRI y FcyRlll. 

Una vez establecido que existe expresión basal de los FcyR en las células 320, se procedió a 

evaluar el efecto de las citocinas rmlFN-y, rmTNF-ct e rh1L-1P sobre la Inducción a la expresión de 

ARNm del FcyRI y FcyRlll en células 320 de ratón. Los resultados muestran que después de 

estimular independientemente a las células 320 con 25 ng/ml de rmlFN-y, 10 ng/ml de rmTNF-cc. y 5 

ng/ml de rhlL-1 p durante 3. 6 y 12 h. el análisis de imagen no muestran cambios en la expresiOn de 

ARNm de los receptores Fc-¡RI (359pb) (Figura 4A, 48 y 4C) y Fc-¡Rlll (256pb) (Figura SA, SB y 

5C), ya que en ambos casos es similar al nivel de expresión basal. Las ligeras variaciones 

observadas en las figuras de los receptores Fc-¡RI y FcyRlll no son relevantes a pesar de ta 

modulación aparente de algunos carriles. 

25ópb ... 
238pb • 
256pb ==I 233pb 

255pb -238pb 
Pf.1 

A~ rmlFN-y 

B. rmTNF-a 

---C. rhlL-111 

--------- -

FcyRlll 

~ 
p-actina 

~yRlll 

o-actlna 

~yRlll 

..,.____ 
3n - :l=3~-~--r=6h . _ ¡ --s.h-~~~~~I-1 ~h . j sAs--L9_2_9~ r1-actina 

Figura 5. Producto d~ Rl -PCR para Fe-. Rlll 1:!11 células 320 a 3, 6 y 12 h en presencia(+) o ausencia(-) de 
A 25 ng/ml de rrnlFN-· .. B 10 ng/ml de rmTNF-u y C 5 ng!ml de rhlL-1¡~. BAS, expresión basal de ARNm 
p.:ira Fc,Rs en las células 320. L929, línea de células fibrobl3sticas utilizadas como control negativo para ta 
pr<::"s~ncia d~ Fe, Rs Pt~l. marc=idor de pesos rnoleculiHeS 
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El IFN-y. TNF-a e IL-1jl modulan la e>Cpres16n de RNAm para el FcyRll. 

Para observar el efecto modulador de las citocinas en la expresión de ARNm del FcyRll en células 

320 de ratón, estas células fueron cultivadas con 25 ng/ml de rmlFN-y, 10 ngtml de TNF-a. y 

5 ng/ml de rhll-1P durante 3. 6 y 12 h. El primer seleccionado para la amplificación del Fc-1Rll 

permite observar la expresión de dos isotermas biológicas del Fc-,Rll; FC"(Rllb1 (477pb) y FcyRllb2 

(339pb). Los resultados muestran que las tres citocinas Inducen una modulación positiva sobre la 

expresión de ARNm del t-cyRllb2 desde las ~ h d~ t:t~lirnulo {CA. b y C), mientras que la ónica 

citocina capaz de modular al Fc·¡Rllb1 es el TNF-a (Fig 68), ya que disminuyen los niveles basales 

del receptor (F1g 6) 

477pb - - A. rmlFN·y -- - - FcyRllb1 

339pb 

238pb 

- - - -- 1--- FcyRllb2 

p-actina 

w. - --- - - - - ---+--B. rmTNF-u 

477pb-- - · l----
FcyRllb1 

339pb 
FcyRllb2 

238pb rJ-actlna 

477pb - - FcyRllb1 

339pb - .,..__ FcyRllb2 -238pb 
".:. - - - - ~ ~1---Jl-actlna 

c:-::::J~--~-L ~ _l_~':_j_~: _J_::'~:__j_-ª~~-] L92~ 
Figura 6. Producto de RT-PCR para FctRlib1 y Fc-tRllb2 en células 320 a 3. 6 y 12 h en presencia(+) o 
ausencia(·) d·:? A 25 ng/rnl de rmlFN-y. B: 10 ng!ml de rrnTNF-u- y C 5 ngtml de rhlL-11\. BAS. expresión 
t-usal de ARNm pa:-a Fe; Rs en las células 320, L929. linea de células fibrablásticas utilizadas como control 
negativo para la presencia de Fc:Rs Pr..1. marcador de p.::sos moleculares 
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Para analizar en forma mas precisa el efectos de las tres citocinas sobre la expresión de ARNm de 

ambas isoformas del Fc-¡Rll se realizó un análisis de imagen del ADNc obtenido a panir de células 

cultivadas durante 6 h. el tiempo de mayor estimulo de ARNm. Los resultados de la comparación 

muestran que el rmlFN-·r induce la expresión de ARNm para ambas isoformas de FcyRll, aunque la 

isoforma FcyRllb2 es estimulada en una mayor proporción que la isoterma Fc-1Rllb1; mientras que 

el rmTNF-<;t estimula la expresión de la isoterma FcyRllb2 a la vez que inhibe a la isoforma 

FcyR.llb1; finalmente la rh1L-1p modu!a p~::it1v:::mcnte l:i expresión de :::mba~ isotermas sin mc-strar 

diferencias entre ellas, aunque su estfmulo no alcanza los niveles inducidos por el rmTNF·p. (Figura 

7). Sólo se muestra el grafico de la modulación para el FcyRll, ya que fue el llnico receptor para el 

que el análisis de imagen reveló homogeneidad. 

0.1S 
rmTNF-a rh1L-1ll 

b1 b2 1 b1 b2 1 b1 
0.1 

o.os 

o 

-O.OS 

-0.1 

-0.1S 

TIEMPO (6 h) 

Figura 7. Diferencias en la expresión de ARNm p<lra Fc·;Rll en celu!as 32D Después de estimular a las 
células 6 h con rmlFN·'f, rmTNF-u y rhlL-1¡1 se comparo la mtens1dad de la expresion de ARNm para el Fc-1Rll 
contra células sin estimulo; las barras vacias corresponden a la isoforma b2 y las barras con diagonales a la 
1soforma b1; la d1rerencia es la intensidad banda del Fc-1R con estimulo menos la intensidad del Fc-:R sin 
estimu!o. después de homogeneizar la intensidad de banda de In ¡~-act1na en cada experimento. 
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DISCUSIÓN. 

En esta tesis se muestra por primera vez la expreslOn basal de los tres FcyRs:-FcyRI, FcyRll y 

FcyRlll a nivel de ARNm en la línea celular hematopoyétlca ·multipotencial 320 de· ratón 

dependiente de IL-3, (Figs 4-6), a diferencia de las células primitivas FDCP2/1 BS-4 también 

dependientes de IL-3, donde sólo encuentran la expresión del ARNm para et Fc"/Rlll (Yoshlkawa, 

1996). Asl. ambos datos sugieren que las células primitivas hematopoyéticas de ratón expresan 

niveles basales de ARNm para los FeyF<s. 

Aunque mostramos la expresión basal del ARNm para los tres tipos de FcyR en las células 320. no 

se conoce s1 todos son traducidos a protelna, ya que se ha mostrado que en condiciones normales 

el ARNm puede ser degradado en el reticulo endoplBsmlco, como ocurre con el Fc"(Rlll en células 

progenitoras de mastocitos {Lobell et al, 1993). Es por ello que serla interesante en un futuro 

evaluar si los tres receptores también estan presentes en la membrana de las células 

mult1potenciales 320. lo cual es factible, ya que se ha mostrado que un 6 °/o de las células 320 

forma rosetas, un indicador de la presencia de FcyR a nivel de membrana (Martlnez 2000); incluso 

se ha revelado la presencia de niveles reducidos pero detectables de protelna Fc-rRI, Fc-fRll y 

Fc·:Hlll en células prim1t1vas hematopo:¡ét1c~s humanas CD34+- {Kolb·Maorer et al, 2002). 

No se puede negar la part1c1pac16n de los receptores Fe gamma en la fagocitosis, presentación de 

antígenos. citotox1cidad celular dependiente de anticuerpos. inflamación. alergia e inhibición de la 

proliferación en cé!:..i!Cls m:elo1des maduras lRavetch & Bolland, 2001 ), aunque no es claro el papel 

que desempeñan los Fc·tRS en las cé!;Jlas primitivas hematopoyét1cas, ya que no participan en la 

macropmoc1tos1s y f.:Jgoc1tos1s en tas células primitivas hematopoyéticas humanas CD34+- {Kolb· 

Maurer et al. 2002) Sin embargo, la interacción de lgG con los Fc"(Rlll de las células FDCP2/185·4 

depend1ent~s. de IL-3 les permite sobrevivir en ausencia de este factor (Yoshikawa et al, 1996), 

Así, aun=iue los niveles de expresión de los FcyR son apenas detectables en las células 

hematopoyéticas prim1t1vas. parece que pueden ser suficientes para promover la sobrevivencia de 

este grupo de células 
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También mostramos que la expresión del Fc-¡RI y el FcyRlll no es modulada por la adición de 

IFN-y, TNF- a. e IL-1 p. No existen publicaciones previas sobre la modulación de ARNm para los 

receptores Fe para la lgG en células primitivas hematopoyéticas, por que se dificulta la 

comparación, pero existen datos que indican que en células mieloides maduras, como los 

macrófagos de ratón y una linea monocftica humana, el IFN-·1 es potenciador de la expresión de 

ARNm y protelna del Fc·¡RI (Gessl et al, 1994; Sivo et al. 1993), de igual manera, es inducido el 

FcyRlll en células cebadas y lineas macrofág1cas (Sivo et al, 199C; Weinshank et al, 1988, 

Okayama et al, 2001) Por otro lado. la IL-1 p induce la formación de rosetas en las células 320 

(Santiago, 1995, Martinez, 2000), lo cual sugiere que existe una modulación de ARNm para estos 

receptores. Por lo anterior, se hace necesario confirmar nuestros datos con técnicas mas 

sensibles, como la RT-PCR en tiempo real, la cual permite ver diferencias de incremento de ARNm 

a pesar de partir con RNA basal 

Nuestros resultados también muestran que la expresión del Fc·1Rll es modulada en forma 

diferencial a nivel de ARNm por IFN-·1 y TNF-u e IL-1 p en células 320 de ratón estimuladas hasta 

por 12 h (Figs 6A, 68 y 6C) En el caso particular del IFN-·f. mostramos una modulación positiva 

para ambas isoformas del Fc1Rlle;. pero se induce con mayor intensidad la isoforma FcyRllb2. Este 

hecho es interesante. ya que se sabe que et IFN-·1 induce la diferenciación de las células 320 hacia 

macrófagos (Martine::. 2000, Ledesma. 2002). y la isoforma b2 es un receptor caracterist1co de 

macrófagos (Bonnerot & Oaeron, 1994, Zusman et al, 1996, Fndman et al. 1992). por lo tanto. se 

sugiere que el IFN··:· part1c1pa en la inducción de la diferenciación morfológica hacia macrófagos 

(Martín~::. 2000) acompaf'"lada de la indu::::c1ón a la expresión del FcyRllb2. No se puede afirmar 

un mecanismo similar para el TNF-u e IL-1¡1, ya que las células 320 no muestran signos de 

d1ferenc1ac1ón al e~t1mularlüs con. por periodos aun mas prolongados con estos factores (ledesma, 

2002) 

En el caso del TNF-o., este factor induJO la expresión de ARNm para FctRllb2 pero a!'atió la 

expresión de la isoforma Fc¡Rllb1 en células 320. Considerando que la isoforma FcyRllb2 es 

tip1co del linaje mieloide, como lo es et macr6fago (Fridman et al, 1992), mientras que el Fc·tRllb1 
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es un receptor tfpico de linaje linfoide (linfocitos B) (Bonnerot & Da~ron, 1994; Zusman et al, 1996), 

nuestros datos sugieren que el TNF-a inclina el comprometimiento hacia el linaje mielolde, pero es 

probable que se requiera una serial adicional para completar el proceso de diferenciación, ya que 

este factor es incapaz de diferenciar las células 320 hacia el linaje macrófágico (Ledesma 2002). 

Por otro lado, en cuanto al efecto de IL-1 P sobre el FcyRll, se mostró un incremento equitativo de 

ambas isoformas del FcyRll; FcyRllb1 y Fc-¡Rllb2 (Fig 6C) que se correlaciona con el incremento 

~:-: fa formación de rosetas reportado en céluloc ¡::M:r.itiv~:::. mictoldcs por efecto da la IL-1 p 

(Martfnez, 2000). por lo cual se sugiere que el FcyRll es el receptor responsable de tal Incremento 

en la expresión en membrana de los Fc-¡Rs, ya que fue el t.:mico que mostró una modulaciOn 

positiva evidente 

La modulacion de la expresión del Fc-¡Rll a nivel de ARNm por IFN-y, TNF-a. o IL-1 p en células 

primitivas hematopoyét1cas no ha sido estudiada; sin embargo, se conoce que estos factores 

modulan la expresión de este gen en células maduras como eosin6filos de ratón (de Andres et al, 

1994). células B (Rudge et al. 2002}. monocitos-macrófagos (Gessl et al, 1994; Liao & Simon, 

1994), y células monocit1cas U937 humanos (Weinshank et al, 1988). Por to tanto, será necesario 

realizar mas estudios en otras células similares a 320 para ver si esta capacidad la tienen otras 

células hematopoyét1cas primitivas o es una particularidad de esta linea celular. 

En cuanto a la comparación de los patrones de inducciOn del ARNm del FcyRll con las diferentes 

c1toc1nas. nuestros resul~ados son particularmente interesantes, pues muestran que la IL-1~. el 

IFN-·1 y el TNF-u tienen u~ patrón d1ferenc1al en la inducciOn del Fc-¡Rll, ya que el IFN-y estimula 

fuertemente l<J expresión de ambas 1soformas, mientras que el estímulo de TNF·o. induce la 

1soforma Fc-1Rllb2 pero inhibe a la 1soforma FcyRllb1, a diferencia de la IL-1P que sólo induce 

pa(C1almente ambas isotermas. (F1gs 6A. 6B. 6C y F19 7). Estos datos sugieren que cada citocina 

empleada tiene una ruta de act1vación independiente para la expresión de ARNm. 

Llama la atención que la IL-111 y el TNF-a muestran capacidad diferente para estimular la expresión 

de FcyRs. ya que se conoce que ambas c1tocinas comparten un efecto inhíbitorio sobre la 

proliferación de las células 32D. incluso la IL-1 í\ irlhibe la prohferac1ón de las células primitivas 320 
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a través de la producción de TNF-a. (Martlnez, 2000; Ledesma 2002), en base a esto nuestros 

resultados sugieren que dicho efecto compartido entre la IL-1 P y el TNF-a. no es aplicable para la 

inducción de FcrRs. 

Por último. se sabe que tanto el Fc-fRI como el FcyRlll propician una reacción inflamatoria, mientras 

que el Fc-¡RllB tiene el efecto contrario suprimiendo la inflamación (Radeke et al, 2002; 

Clynes et al. 1999: Trindandapanl et al, 2002). Al respecto se ha publicado que los cuadros 

patológicos. <;wnu lc1s eníc:11r1cd&des autoinmunes, c.pe:uecen cerno con~ecuencia de la pérdida de 

este balance entre et Fc-¡R inflamatorio y el Inhibitorio, ya que se ha mostrado que en estos 

cuadros patológicos existe una deficiencia en los niveles del FcyRllB, lo cual conduce a una 

inflamación crónica (Radeke et al, 2002; Ravetch et al, 2001 ). Actualmente existen pocos estudios 

sobre modulación de Fc-1Rs en células primitivas (Santiago, 1996; Martfnez, 2000), razón por la 

que es relevante que en esta tesis se muestre que el TNF-a. y el IFN-y actúen como inductores del 

receptor ant1-inflamatorio Fc-1RllB, por lo que serla interesante también evaluar en un futuro esta 

expresión en proteina para comprobar si estos factores pueden ser citocinas útiles para controlar o 

ehminar los cuadros patológicOs de tipo inflamatorio crónico. El hecho que se puedan modular 

desde las células primitivas hematopoyéticas tiene gran ventaja considerando que estas células 

pueden dar origen a diferentes células del sistema inmune, lo cual puede potenciar el efecto 

terapéutico 
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CONCLUSIONES. 

Las células multipotenciales hematopoyéticas 320 de ratón expresan ARNm para los tres FcyRs en 

condiciones basales. 

El IFN-y. TNF-a e IL-1P no modulan la expresión de ARNm para el FcyRI y Fc-1Rlll. 

Las citoclnas IFN-y y TNF-a. modulan positivamente la expresión de ARNm de FcyRllb2. 

El TNF-a además de estimular FcyRllb2 al mismo tiempo bloquea la expresión de ARNm de 

Fc-¡Rllb1. 
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