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A. ANTECEDENTES

1. INTRODUCCION

El conocimiento del funcionamiento del sistema inmune ha evolucionado

enormemente desde la caracterización de las estructuras involucradas como

anticuerpos y receptores. las células que participan en la respuesta inmune. las

bases moleculares de la diferenciación y amplificación celular frente a Ia

activación por un antígeno y los mecanismos de los programas de autorregulación

del sistema inmune. Sin embargo, no se conocen con igual detalle los

mecanismos de interacción entre el sistema inmune y otros. Existe una estrecha

relación entre el sistema nervioso y el sistema inmune. Ambos interaccionan entre

sl a través de vias nerviosas y factores humorales que constituyen circuitos

bidireccionales de regulación (Arzt, E. et al. 1988; Labeur, M. et al. 1991; Arzt, E. et

al. 1991). El alto grado de complejidad del sistema nervioso central y del sistema

inmune, sugiere que Ia interacción entre los mismos involucra diferentes tipos

celulares y estructuras capaces de recibir y emitir señales. La gran variedad de

neurotransmisores, neuropéptidos y hormonas producidos por el sistema nervioso

y las glándulas endócrinas, pueden actuar sobre las células inmunes, y éstas, a

su vez, enviar mensajes de retroalimentación al sistema neuroendócrino. El

sistema nervioso regula al sistema inmune tanto a través de la inervación de los

órganos linfáticoscomo a través de hormonas, principalmente del eje hipotálamo­

pituitario-adrenal (HPA). A su vez, es retroalimentado por feed-back a través de

vías nerviosas aferentes y por diversas citoquinas que actúan sobre el sistema

neuroendocrino (Besedovsky, H.A. et al. 1986; Bateman, A. et al. 1989; Hermus, A.

et al. 1990). Por otra parte, los sistemas nervioso, endócrino e inmune comparten

el mismo tipo.de señales de comunicación, tanto el sistema nervioso como el

endócrino producen intrínsecamente señales propias del sistema inmune como



por ejemplo las citoquinas y las células del sistema inmune producen a su vez

hormonas y neuropéptidos.

Los modelos empleados para Ia definición de la regulación

inmunoneuroendócrina abarcan fundamentalmente estudios con células aisladas

¡n vitro,estudios experimentales en animales y estudios clinicos en humanos. Los

estudios in vitro son utilizados para explorar los efectos directos de hormonas y

neurotransmisores sobre células aisladas, verificando cambios en los parámetros

inmunes cuando se adicionan a los cultivos celulares los factores en estudio.

Estos experimentos además de permitir observar efectos directos de los

moduladores sobre poblaciones celulares definidas, hacen posible el estudio de

los mecanismos moleculares involucrados en la elaboración de las respuestas

correspondientes.

Los estudios en animales demuestran las modificaciones sobre las funciones del

sistema inmune producidas tanto por la alteración directa (eléctrica, quirúrgica ó

farmacológica) de diversas áreas del encéfalo y en particular del sistema

neuroendócrino, como también por el efecto in vivo de ciertas hormonas,

neuropéptidos o neurotransmisores administrados por diversas vías. También

existen numerosos experimentos que demuestran el efecto del estrés y factores

sociales en la respuesta inmune de animales. Más recientemente se ha

incorporado el estudio de cepas de animales con mutaciones que afectan el

funcionamiento de los sistemas neuroendócrino e inmune y la creación de

animales transgénicos como modelos de patologías asociadas a estos sistemas.

Los estudios clínicos en humanos vinculan los efectos de factores psicosociales

con la susceptibilidad a enfermedades y permiten el desarrollo de nuevas

estrategias terapéuticas. Recientemente las investigaciones en esta área

comienzan adelinear los efectos de diversas patologías clinicas y factores de

stress sobre ciertos parámetros de activación y función del sistema inmune.



Uno de los factores clave en los circuitos de feedback ¡nmunoneuroendócrinos es

la interleuquina 1 (IL-1). La familia de IL-1 expresada por los monocitos está

constituida por IL-1a, IL-1B, el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra) y los

receptores de IL-1 tipo I y II (Arend, W.P. 1991). Este sistema se activa durante

infecciones bacterianas y regula la actividad de los ejes neuroendócrinos. Nuestro

objetivo se centra en Ia interacción entre el sistema de |L-1 y el eje HPA.

El presente trabajo de tesis consiste en estudios sobre los efectos de las

hormonas del eje HPA, factor Iiberador de corticotrofina (CRH),

adrenocorticotrofina (ACTH)y glucocorticoides sobre la expresión del sistema de

IL-1en monocitos humanos. El interés principal es definir las bases moleculares y

celulares que permitan comprender Ia respuesta del sistema de IL-1 de los

monocitos frente a la activación del eje HPA durante una infección bacteriana. La

presente introducciónse centrará en los antecedentes acerca del sistema de lL-i,

las hormonas del eje HPA y su interacción funcional.

2. INTERLEUQUINAS

Las interleuquinas son factores proteicos solubles. Inicialmente fueron

encontradas en el sistema inmune actuando como factores de crecimiento y

diferenciación, por ejemplo, la |L-2 para las células T o la |L-4 para las B. Además

de sus funciones tróficas y de diferenciación, también regulan la actividad de las

células inmunes (Tabla 1). Por ejemplo, la interacción entre los linfocitos B. T y los

macrófagos, que ocupa un rol esencial dentro de la respuesta inmune, se efectúa

mediante interleuquinas. Además de las interleuquinas secretadas por los

linfocitos se caracterizaron otras proteínas sintetizadas por diversos tipos

celulares y con funciones similares. Esto dió origen a la denominación de

citoquinas para definir a los mediadores celulares solubles con funciones

fundamentalmente inmunes aunque también tienen otras. lnterleuquinas es el



término adoptado para definir a las citoquinas que coordinan la comunicación

entre los diversos tipos de leucocitos. Se dividen en linfoquinas o monoquinas

según sean sintetizadas por linfocitoso monocitos, respectivamente.

Las citoquinas secretadas luego de la activación de las células inmunes, actúan

sobre el mismo u otros tipos celulares independientemente de la especificidad

del antígeno que desencadenó la respuesta. Por ejemplo, algunos de estos

factores presentan actividad quimiotáctica para neutrófilos y macrófagos y pueden

también activar a dichas células para producir otros mediadores. De este modo,

un estímulo antigénico inicial, puede amplificar la reacción y reclutar a diversos

tipos celulares para producir la respuesta correspondiente. Como esta tesis trata

de la regulación de la expresión de la IL-l y su familia, la presente introducción se

centrará en estas interleuquinas.

Tabla 1. Propiedades biológicas de las citoquinas (Burke, F. et al. 1993).

lnterleuqulnas Acciones

IL-1a y fl inducción de las proteinas de la fase aguda.
inducción de hipotensión y fiebre,
estimulación de la hematopoiesis in vivo,
activación de células T,
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de células T,
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de células B,
estimulación de Ia actividad de granulocitos, eosinófilos y células NK.
regulación de moléculas de adhesión y quimiotaxis.
regulación de funciones de células endoteliales,
regulación de actividad osteoclástica.

lL-2 activación de células T,
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de células T,
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de células B.
estimulación de la actividad de células NK.
regulación de moléculas de adhesión y quimiotaxis.
actividad antitumoral in vivo.

IL-3 estimulación de la hematopoiesis in vivo,
' estimulación de Ia diferenciación y proliferación de las células B,

estimulación de la actividad de los eosinófilos y células NK.
regulación de moléculas de adhesión y quimiotaxis.



Interleuqulnas Acciones

lL-4 activación de células B,
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de células B.
activación de macrófagos.
activación de células T,
estimulación de la proliferación y diferenciación de células T,
estimulación de la actividad de los eosinófilos y células NK.
selección de isotipos (lgE, lgG),
estimulación de la hematopoiesis.
regulación de moléculas de adhesión y quimiotaxis.

lL-5 activación de células B,
estimulación de la actividad de los eosinófilos,
selección de isotipos (IgA),
regulación de moléculas de adhesión y quimiotaxis.

|L-6 inducción de las proteinas de la fase aguda,
estimulación de la hematopoiesis.
activación de células T,
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de células T,
estimulación de la diferenciación de células B.
estimulación de la actividad de las células NK.
regulación de moléculas de adhesión y quimiotaxis,
regulación de actividad osteoclástica.

lL-7 activación de células T.
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de células T,
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de células B,
estimulación de la actividad de las células NK.

lL-B activación de células T.
regulación de moléculas de adhesión y quimiotaxis.

IL-9 estimulación de la proliferación de células T.

IL-10 estimulación de la proliferación de células T,
estimulación de la proliferación y de la diferenciación de células B.

lL-11 inducción de las proteinas de la fase aguda.
estimulación de la hematopoiesis.

IL-12 estimulación de la actividad de las células NK.
estimulación de la proliferación de células T.
selección de isotipos (lgE).

2.1 INTERLEUQUINA 1

La IL-1fue inicialmente caracterizada como un pirógeno endógeno, capaz de

inducir fiebre cuando es administrada en animales (Atkins, E. 1989). Su función



como regulador inmunológico fue sugerida por su actividad como factor activador

de timocitos. Como producto de los macrófagos, la lL-1juega un rol importante en

la activación de los linfocitosT. Una vez que el receptor T reconoce al antígeno en

el contexto MHCII(complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il), se produce

un sinergismo con las citoquinas derivadas de los macrófagos. IL-1 e lL-6. las

cuales facilitan a las células CD4+ a activarse. Como resultado se induce la

producción de la |L-2 y la expresión del receptor de lL-2 (|L-2R) por dichos

linfocitosT (Smith. K. 1988). Sin embargo, a diferencia de otras interleuquinas que

como la |L-2 tienen funciones principalmente tróficas, Ia IL-1 es considerada una

citoquina con funciones fundamentalmente inflamatorias (Dinarello, C.A., 1991).

Muchos de los efectos producidos por |L-1 son mediados por lL-6. La |L-1, el TNF­

a y la IL-6 por sus efectos comunes y similares patrones de producción

constituyen el conjunto de citoquinas inflamatorias (Dinarello, C.A. 1994).

Existen dos tipos de IL-1: |L-1a e IL-1B.Ambas moléculas reconocen y se unen al

mismo receptor de superficie celular. Son codificadas por dos genes distintos que

comparten secuencias homólogas en un 26 % y están localizados en el

cromosoma 2 (Nicklin, M.J. et al. 1994). Las estructuras tridimensionales de

ambas proteinas han sido analizadas encontrándose similitudes y conservación

en los sitios de unión a los receptores correspondientes (Preistle, J.P. et al. 1988,

1989). Los monocitos sintetizan ambas formas pero la lL-1B es 50 veces más

abundante (Ohmori, Y. et al. 1990). Por otra parte, la lL-1B es eficientemente

secretada por los monocitos y entra en circulación mientras que la |L-1(1

permanece asociada a la membrana. Existen evidencias de que la |L-10. podría

actuar como un mensajero autócrino (Dinarello, C.A. 1991). También tienen sitios

de glicosiiaciónpero estos no parecen ser esenciales para su función biológica ya

que las formas recombinantes no glicosiladas tienen 100 % de actividad (Casagli,

M.C. et al. 1989). La lL-1a y B comparten sus acciónes biológicas y ambas se



unen a los mismos receptores (Naito, Y. et al.1989, Rivier, C. et al. 1989), por lo

tanto nos referiremos a ambas indistintamente como lL-1.

La IL-1 se sintetiza como un precursor de alto peso molecular que luego es

clivado por una cistelna proteasa especifica llamada enzima de conversión de

lL-1 (ICE). Sin embargo la |L-1 no posee la secuencia característica de las

proteínas secretadas llamada péptido señal que las dirige e inserta en eI sistema

de Golgi. Se desconoce el mecanismo de transporte hasta la membrana

plasmática pero podrla incluirexocitosis de vesículas, proteinas transportadoras o

escape por muerte celular (Dinarelo, C.A. 1991).

La expresión de IL-1está regulada a distintos niveles: transcripcional, estabilidad

del mRNA, procesamiento enzimático del precursor y secreción (Lee,S. et al.

1988, Walev, C. et al. 1995). En condiciones basales los monocitos de individuos

sanos no expresan lL-1. La expresión de lL-1 es fuertemente estimulada por

endotoxinas bacterianas que son lipopolisacáridos (LPS) de la pared celular de

bacterias Gram negativas. El pico de transcripción de |L-1 estimulada por

endotoxinas se observa a Ia tres horas aunque la respuesta es muy rápida y ya se

registra a los 15 min (Schindler, R. et al. 1990). Cuando el estímulo para la síntesis

de lL-1 es LPS, el RNA mensajero es eficientemente traducido (Dinarello, C.A.,

1994).

La |L-1 es una citoquina con propiedades pleiotrópicas, responsable de mediar

una variedad de procesos metabólicos, endócrinos o inmunes involucrados en la

defensa del organismo, fenómenos de inflamacióny respuesta a daños tisulares.

Inicialmente fue descripta como un producto derivado de células macrofágicas

pero también se ha detectado fuera del sistema inmune, en una variedad de tipos

celulares, por ejemplo, en fibroblastos, queratinocitos de la piel, astrocitos

cerebrales, células de Ia microglla y de la hipófisis (Koenig, J.I. et al. 1990). Es

producida en respuesta a infecciones, toxinas, productos de linfocitos activados,



complemento y factores de coagulación de Ia sangre (Dinarello, C.A. 1991).

Pueden distinguirse los efectos locales de |L-1 de los efectos producidos por los

aumentos en los niveles plasmáticos sistémicos. Algunos ejemplos son:

- A nivel sistémico Ia IL-1es capaz de inducir hipotensión, somnolencia, mialgias.

artralgias. anorexia, estado de shock y fiebre. Todos estos sintomas se asocian

usualmente a eventos tóxicos. Sin embargo, no se detectan niveles de lL-1 tan

elevados como los de otras citoquinas (TNF-a o |L-6) asociados al shock séptico

(Smith, J.W. et al. 1992, Dinarello, C.A. 1994).

- Tiene efectos catabólicos asociados a la proteólisis muscular que produce un

balance de nitrógeno negativo. Produce hipoglucemia al elevar los niveles de

insulina (Moldawer, L.L. et al. 1988).

- A nivel del sistema nervioso central induce fiebre y sueño de onda lenta y

disminuye el sueño REM (rapid eye movement. Tewari, A. et al. 1990).

—A nivel local induce Ia migración de neutrófilos y macrófagos a través de la

producción de IL-B(Kaplansky, G. et al. 1993).

- En el higado induce la producción de fibrinógeno, complemento.

metalotionelnas, y factores de coagulación (Dinarello, C.A. 1994).

- Alaumentar la expresión de las moléculas de adhesión en la superficie de las

células endoteliales, la lL-1 aumenta Ia adhesión de neutrófilos, monocitos y de

linfocitos en los sitios de inflamación (Dejana, E. et al. 1989).

—Induce la producción de prostaglandina E2, colagenasa, y de fosfolipasa A1 que

median el proceso inflamatorio (Dejana, E. et al. 1989).



- Participa en la hematopoyesis mediante la estimulación de Ia producción de

factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), factor

estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulador de colonias

de macrófagos (M-CSF) e lL-3 (Bagby, G.C. et al. 1989, Fibbe, W.E. et al. 1989).

— La IL-1 coopera con otras citoquinas, como la lL-4, en la activación de las

células B, tanto para fenómenos de proliferación, como para la secreción de

inmunoglobulinas (Dinarello, C.A. 1991).

— Participa en la regresión de cartílagos y huesos (Koenig, A. et al. 1988).

—Está asociada a ciertas enfermedades autoinmunes, por ejemplo, se encuentra

en altas concentraciones en el fluido sinoviai de las articulaciones que presentan

artritis (Dinarello, C.A. 1991).

Entre los efectos endócrinos se destaca la activación de la producción de CRH,

ACTH y glucocorticoides. También induce endorfinas, vasopresina y

somatostatina pero inhibe la liberación de prolactina (Besedovsky, H. et al. 1992).

Estos efectos de IL-1 son mediados por receptores localizados en las células

productoras de estas hormonas. Sin embargo son menos claras las vías de acción

de la IL-1a nivel del sistema nervioso central. Dado su peso molecular, la IL-1 no

podria atravesar la barrera hematoencefálica por difusión simple. Se ha planteado

que la lL-1podría ingresar al sistema nervioso central a través de órganos en los

cuales la barrera es más permeable como el organum vasculosum Iaminae

terminalis (OVLT) o los órganos circumventriculares (Dinarello, C.A. 1994).

Alternativamente se planteó la posible existencia de transportadores específicos

para la |L-1 que facilitarian su entrada al sistema nervioso central (Banks, W.A. et

al. 1990). De todas formas, dado que la lL-1 es capaz de inducir su ropia síntesis

en un feedback positivo, el pasaje de bajas cantidades de IL-1al sistema nervioso



central bastaría para desencadenar su sintesis por parte de células de Ia glía y de

esta forma amplificar Ia señal.

2.2 ANTAGONISTA DEL RECEPTOR DE |L-1

En sobrenadantes de cultivo de monocitos estimulados se describió la presencia

de actividad inhibitoria de los efectos de lL-1(Arend, W.P. et al. 1985). Depués se

describieron actividades similares en fluidos de diversa procedencia (Larric, J.W.

et al. 1989). A partir de estos fluidos, fue purificado un factor llamado antagonista

del receptor de IL-1, lL-1ra. Una vez purificada Ia proteina, fue clonado el cDNA

correspondiente (Eisenberg, S.P. et al. 1990). Simultáneamente fue clonado el

gen correspondiente a Ia proteina previamente llamada IRAP (Interleukin-1

receptor antagonist protein) y se comprobó que se trataba del mismo IL-1ra

(Carter, D.B. et al. 1990). La molécula clonada presentó una secuencia

estructuralmente relacionada con Ia lL-1 pero con propiedades exclusivamente

inhibitorias (Eisenberg, S.P. et al, 1990). El IL-1ra producido por monocitos tiene

152 aminoácidos con un 41 % de homología con lL-1By presenta varias formas

de peso molecular entre 18 y 25 KD. Estas variantes constituyen distintos grados

de glicosilación del mismo péptido. Sin embargo la glicosilación no es

indispensable para conservar la actividad biológica y el IL-1ra recombinante

producido en bacterias es activo (Arend, W.P., 1991).

Esta nueva citoquina antagoniza la unión de lL-1a e IL-1i3a los receptores de IL-1

(Arend, W.P. 1991, Granowitz, E.V. et al. 1992, Gousse, G.C. et al. 1994). A pesar

de algunas discrepancias en Ia literatura, se acepta que el IL-1ra se une con

similar afinidad a ambos tipos de receptores de |L-1 y antagoniza por igual la

unión de lL-1_o.e IL-1B (Granowitz, E.V._ et al. 1991, Granowitz, E.V., et. al. 1992,

Arend, W.P. et .aI. 1991). Para inhibir los efectos de lL-1 se necesitan entre 100 y

1000 veces de exceso en Ia concentración molar de lL-1ra. Este hecho sugiere



que es suficiente la ocupación de un reducido número de receptores de IL-1 por

su agonista para producir una respuesta apreciable (Arend, W.P. 1991).

Se ha reportado una única posible acción agonista de IL-1ra pero ésta se debe

probablemente a contaminantes en la preparación de proteina usada (Mitchell,

M.D., et al. 1993). El IL-1raconstituye la primera molécula producida naturalmente

por el organismo que funciona solamente como un antagonista del receptor

(Arend, W.P. 1991).

La exclusiva propiedad antagonista del lL-1ra posibilitó determinar la

participación o no de IL-1 en diversos procesos patológicos tanto ¡n vitro como ¡n

vivo. También se han asociado alteraciones en la producción de iL-1ra con

algunas patologías. en los cuales el balance del sistema de IL-1/lL-1ra se

encuentra alterado, por ejemplo:

- artritis reumatoidea (Firestein, G.S., et al. 1992. Chikanza, I.C., et al. 1994,

Arend, W.P. 1993).

- sintomas de shock séptico (Fisher, E. et al. 1992),

—enfermedad intestinal inflamatoria (Casini-Raggi,V., et al. 1995),

- leucemia mieloide crónica y aguda (Yin, M. et al. 1992).

- diabetes mellitus (Mandrup-Poulsen, T. et al. 1993).

- colitis (Cominelli, F. et al. 1992).

- proliferación de sarcomas de Kaposi (Louie, S. et al. 1995).

—desarrollo de carcinoma broncogénico (Smith, DR. et al. 1993).

—psoriasis (Hammemberg,C. et al. 1992).

—enfermedad de Hodgkin (Gruss, H.J. et al. 1992).

- desarrollo de granulomas en la esquistosomiasis (Chensue, SW. et al. 1993).

—alergia y anafilaxis intestinal (Theodorou, V. et al. 1993).

|L-1a, lL-1p e lL-lra comparten secuencias homólogas y sus genes tienen una

distribución similar de exones e intrones (Nicklin,MJ. et al. 1994). Además tienen



secuencias regulatorias consenso comunes como las que unen a los factores de

trancripción AP-1 y NFKB (Smith, MF. et al. 1992). Los tres genes fueron

localizados en el cromosoma 2, son vecinos entre sí y sus secuencias se

encuentran conservadas entre distintas especies Io cual hace pensar en un origen

evolutivo común para esta familia de genes (Eisenberg, S.P. et al. 1991). Todas

estas evidencias sugieren que los tres genes evolucionaron por duplicación a

partir de un gen ancestral común y luego diversificaron sus funciones.

En monocitos humanos estimulados con LPS se detectó que todas las células que

expresan IL-1ra también sintetizan IL-1a o lL-1B (Andersson, J. et al. 1992). Sin

embargo, la cinética de expresión es diferente para estos genes, lo cual sugiere

que hay mecanismos de regulación distintos. Por otra parte, existe una mayor

proporción de células productoras de IL-1a e IL-1fscomparada con la proporción

de células productoras de lL-1ra (Andersson, J. et al. 1992), lo cual define distintas

poblaciones de monocitos. Dado que un mismo monocito puede producir dos

moléculas antagónicas, IL—1e IL-1ra, la regulación de su producción constituye

un modelo único para el estudio de los mecanismos de regulación génica.

Existen distintos tipos de regulación del sistema de lL-1. Monocitos estimulados

con LPS producen lL-1 e lL-1ra en cantidades equivalentes (Poutsiaka, D. et al,

1991, Arend, W.P. et al, 1991), es decir que ambos genes son regulados en Ia

misma dirección. Los efectos de los glucocorticoides, como se detalla en la

correspondiente sección, también son inhibitorios en ambos genes (Arzt, E. et al.

1994). Sin embargo, hay factores que regulan diferencialmente este sistema:

TGF-Bl, IL-4 y el cross-linking del receptor FCy inhiben lL-1 y estimulan IL-1ra

(Turner, M. et al. 1991, Fenton, MJ. et al. 1992, Wong, H.L., et al. 1993, Wahl, SM.

et al. 1993, Galve de Rochemonteix, B. et al. 1993, Chomarat, P. et al. 1995,

Marsh, C.B. et al. 1994). Por otra parte, otros factores como IgG , suero humano o

GM-CSF estimulan lL-1ra pero no tienen efectos sobre lL-1 (Poutsiaka, D.D. et al.



1991, Arend. W.P. et al. 1991). El interferón-a regula de diferente manera la

expresión de lL-1 e IL-1ra según sea agregado antes o después de la activación

de linfocitos con LPS (Huang, Y. et al. 1995). A pesar de tratarse de moléculas

antagónicas, estos ejemplos demuestran que son reguladas en forma similar o

recíproca por varios factores. Probablemente estos genes comparten algunos

pero no todos los factores que regulan su expresión como secuencias regulatorias

en sus promotores y los factores proteicos correspondientes que actuarían en

trans.

Polimorfismosde secuencias repetitivas han sido propuestos como las causas de

la diferente regulación de IL-1 o IL-1ra en condiciones normales o en patologías

asociadas a este sistema. Se han encontrado varios tipos de polimorfismo en el

cluster de genes de la familliade lL-1. En particular, un aIeIo poco común de esta

región localizada en el intrón del gen de lL-1ra está asociada a una

sobreproducción de IL-1ra en sujetos normales (Danis, V.A. et al. 1995).

La familia de IL-1está asociada a diversas patologías de origen inflamatorio o que

presentan niveles elevados de citoquinas. Se ha demostrado que el balance entre

lL-1 e |L-1ra se encuentra alterado en algunas patologías que se detallan a

continuación.

Muchos microorganismos patógenos producen toxinas que ocasionan

hipotensión en el organismo infectado, falta de irrigación en órganos vitales,

acidosis y finalmente la muerte (Dinarello, C.A. 1992). Un caso particular y que ha

recibido especial atención es el de las afecciones producidas por bacterias Gram

negativas productoras de endotoxinas. El shock séptico producido por infecciones

con bacterias Gram negativas es una de las principales causas de muerte en

pacientes en terapia intensiva y sus sintomas no se revierten con la

administración de antibióticos. En este caso se observa una sobreproducción de



citoquinas, asociadas al shock séptico (Beutler, B. et al 1985. Alexander, HR. et

al. 1991, Fisher, E. et al. 1992, Ohlson, K. et al. 1990, Wakabayashi, G. et al.

1991). El tratamiento con antibióticos resulta inefectivo, sin embargo pueden

bloquearse los efectos de shock mediante el bloqueo de los efectos de citoquinas.

Anticuerpos anti-TNFa o |L-1ra recombinante pueden reducir la mortalidad

producida por shock séptico (Beutler, B. et al 1985. Ohlson, K. et al. 1990,

Dinarello, C.A. 1994). Estas evidencias, sustentan Ia idea de que la sintomatología

que acompaña al shock séptico es consecuencia directa de la sobreproducción

de citoquinas inflamatorias más que de la infección bacteriana. Los mecanismos

hipotensores presentes en el shock séptico podrían involucrar a mediadores

producidos por Ia activación de ciclooxigenasa por |L-1 (Okusawa, 8., et al 1988)

y Ia producción de óxido nirico (Beasley, D. et al. 1991) mientras que la alteración

en el tráfico de leucocitos se debe a los cambios en la expresión de moléculas de

adhesión debidos a IL-1 (Dejana, E. et al. 1989).

El lL-1ra , al igual que las citoquinas inflamatorias, está elevado durante la

endotoxemia (Granowitz, E.V. et al. 1991, Fischer, E. et al. 1992. Arzt, E. et al.

1994). Dada la participación de las citoquinas en el shock séptico, resulta

evidente y necesaria la existencia de controles de Ia producción y modulación de

la acción biológica de la citoquinas. a través de diversos mecanismos entre los

cuales se involucran los inmunoneuroendócrinos.

Afecciones que, al igual que el shock séptico, están asociadas con la producción

de citoquinas como pancreatitis, rechazo de órganos transplantados o

coagulación intravascular diseminada también tienen participación de IL-1

(Dinarello, C.A. 1991).

Un desbalance del sistema de |L-1 podría ser la causa de la aparición o el

desarrollo de algunas patologías inflamatorias. Por ejemplo, en la artritis

reumatoidea el balance entre IL-1e IL-1ra se encuentra desplazado con respecto



a los niveles encontrados en otras patologías y revela un déficit en la producción

de lL-1ra (Chikanza. I.C. et al. 1995, Arend, W.P. 1993, Firestein, G.8. et al. 1992).

También se han encontrado relaciones lL-1/lL-1raque favorecen los efectos de

|L—1en otras patologías como por ejemplo, enfermedad intestinal inflamatoria

(Casini-Ftaggi, V. et al. 1995), leucemia mieloide aguda (Yin, M. et al. 1992),

diabetes mellitus insulino-dependiente (Mandrup-Poulsen, T. et al. 1993) y

psoriasis (Hammemberg, C. et al. 1992).

En algunas enfermedades se encuentran niveles elevados de IL-1ra que

bloquean los efectos inmunoestimuladores necesarios para la reacción inmune

correspondiente. Por ejemplo: enfermedad de Hodgkin (Gruss, H.J. et al. 1992),

carcinoma broncogénico (Smith, D.Fl. et al. 1993) y granulomas producidos por

huevos de esquistosoma (Chensue, S.W. et al. 1993).

Sarcomas de Kaposi de pacientes con SIDA expresan |L—1(Ensoli, B. et al. 1992).

Tanto la |L—1como la lL-6 y el bFGF actúan como factores autócrinos que

estimulan la proliferación de células tumorales de Kaposi pero no tienen efectos

sobre células endoteliales, fibroblásticas o musculares normales. El IL-1ra es

capaz de suprimir la proliferación ¡n vitro de células tumorales de Kaposi (Louie,

S. et al. 1995).

2.3 RECEPTORES DE |L—1

Existen hasta el momento dos tipos descriptos de receptores para |L—1.El primero

de ellos, llamado lL-1Fltipo l fue caracterizado por experimentos de unión en

lineas celulares linfocitarias (Dower, S.K. et al. 1985). Posteriormente fue clonado

el cDNA correspondiente (Sims, J.E. et al. 1988, Sims et al. 1994). Este tipo de

receptor se expresa principalmente en células T, fibroblastos, queratinocitos,



hepatocitos y células endoteliales aunque está también presente en casi todos los

tipos celulares. Su promotor es similar a los promotores encontrados en los genes

vitales expresados constitutivamente (Dinarello, C.A. 1994). En experimentos de

"crosslinking" con iL-1 marcada radioactivamente se observó la existencia del

segundo receptor de IL-1, llamado IL-1R tipo ll, el cual también fue clonado

(McMahan, C.J. et al. 1991). A diferencia de los receptores de interleuquinas

hematopoyéticas que comparten un dominio extracelular. los receptores de IL-1

forman parte de ia familia de genes de inmunoglobulinas (Sims, J.E., et al. 1988,

McMahan, CJ. et al. 1991) y tienen un 28 % de homologla en su secuencia.

Ambos tipos de receptores son codificados por distintos genes pero estos están

ligados y se localizan sobre un mismo brazo cromosómico en distintas especies,

Io cual hace pensar que se originaron a partir de un mismo gen (Yoo, J. et al

1994). Tienen un único segmento transmembrana pero el IL-iR tipo II sólo tiene

un pequeño segmento citosólico mientras que el lL-1R tipo i tiene un dominio

citosólico con sitios fosforilables y por lo tanto capaz de transducir señales. Se ha

propuesto que el receptor de |L-1 tipo l es el único capaz de transducir señales

(Sims, J.E. et al. 1993) mientras que el de tipo ll actúa secuestrando la IL-1

circulante y por lo tanto tienen funciones inhibitorias (Colotta. F. et al. 1993. Re, F.

et al. 1994, Colotta, F. et al. 1994). El lL-1FlII es expresado fundamentalmente por

monocitos. neutrófilos y células B (Spriggs. MK. et al. 1990, McMahan, C.J. et al.

1991). Los monocitos no expresan niveles detectables de lL-1R tipo I, sin

embargo algunos efectos de |L-1 sobre estas células fueron inhibidos con

anticuerpos contra este tipo de receptor y no contra el otro (Sims, JE. et al. 1993,

Dinarello, C.A. 1991, Sims, J.E. et al. 1994). Se ha demostrado que un receptor

quimérico que tiene la porción extracelular de tipo II y la intracelular de tipo I es

capaz de transducir señales eficientemente (Heguy. A. et al. 1993). Por otra parte

se ha observado que ambos tipos de receptores no pueden formar heterodimeros

activados por la unión de lL-1 (Sims, JE. et al. 1994). Se ha comprobado que



|L-1ra se une al receptor de lL-1 inhibiendo competitivamente la unión de lL-1

(Granowitz, E.V. et al. 1991).

Se han encontrado también formas solubles de los receptores de IL-1 que unen

lL-1 disminuyendo su concentración en forma libre. Estos receptores solubles

también son capaces de secuestrar lL-1ra. Mientras que el IL-1R tipo II soluble

junto con lL-1ra es capaz de inhibir completamente los efectos de |L-1, el iL-1R

tipo ll soluble disminuye la actividad antagonista de lL-1ra (Burger, D. et al. 1995).

Este es el primer ejemplo en el cual dos tipos de inhibidores contrarrestan

mutuamente sus efectos dejando Ia actividad del ligando inalterada.

3. TRANSDUCCION DE SEÑALES

Entre las vias de segundos mensajeros involucradas en Ia activación de las

células del sistema inmune y regulación de la expresión de genes de citoquinas,

se encuentran la de proteína G y CAMP, los mediadores Iipídicos como

diacilglicerol (DAG) y el aumento de las prostaglandinas mediado por protein

kinasa C. En esta tesis nos centramos en los mecanismos de activación de los

monocitos y las vías de transducción de señales que involucran la lL-1 y su

receptor.

Como modelo de activación del monocito se utilizan in vivo o ¡n vitro, LPS que

consiste en un dominio de polisacáridos variables unidos covalentemente a un

fosfolipido diglucosamina acetilado, IÍpido A. El LPS es un potente estimulador de

la expresión de |L-1 e |L-1ra. Se une a un receptor macrofágico llamado CD14

además de a otros posibles sitios de unión menos caracterizados como el

complejo CD 11/CD 18 (Cavaillon, JM. 1994). Los mecanismos de transducción

de señales del LPS en monocitos no han sido completamente aclarados pero

probablemente estan asociados a un aumento intracelular de Ca 2+, activación de



protein kinasa C y liberación de prostaglandina E2 (Hamilton, T.A. et al. 1987,

Cavaillon, JM. 1994, Dinarello, C.A. 1994).

Los receptores de |L-1 pertenecen a la familia de inmunoglobulinas y no

presentan los siete dominios transmembrana que poseen los receptores que

transducen señales a través de proteína G y CAMP.Sin embargo, la transducción

de señales de IL-1 a través de su receptor está asociada con Ia proteína G

inhibitoriasensible a toxina Pertussis aunque otros autores encontraron una via

de transducción independiente de proteína G (Brooks, J.W. et al. 1994). La vía de

CAMPinvolucra la interacción del receptor activado con una proteína G (Gilman,

A.G. 1987). La proteína G consta de varias subunidades y existen tipos

estimulatorios e inhibitorios. La subunidad a de Ia proteina G tiene un sitio para

ADP ribosilación que es susceptible de ser afectado permanentemente por la

toxina Pertussis. La toxina pertussis es una ADP-ribosiltransferasa que activa la

subunidad a Gi y mantiene a las otras subunidades unidas a membrana

inhibiendo los efectos mediados por proteína G. La subunidad a a su vez

interacciona con Ia adenilato ciclasa modulando la producción de CAMP.A su vez

el CAMP activa la protein kinasa A (PKA) la cual fosforila a otras proteínas

ocasionando Ia activación de factores de transcripción.

La IL-1también es capaz de estimular la producción de DAG. La unión de lL-l a

su receptor puede activar mediante Ia activación de proteína G, la fosfolipasa C

que produce diacilglicerol (DAG). Este a su vez activa la proteinkinasa C (PKC)

desencadenando una cadena de fosforilaciones que lleva a la activación de

factores de transcripción. La producción de DAG estimulada por |L-1 conduce al

amumento del RNA mensajero de la ciclooxigenasa y por lo tanto de

prostaglandina E2 (Dinarello, C.A. 1991).



En la regulación de la expresión de IL-1 también están involucradas las mismas

vías de transducción de señales que se activan frente a Ia estimulación del

monocito con lL-1. Este hecho hace posible que tengan lugar en el monocito

mecanismos intrínsecos de feedback que regulen la expresión de IL-1. El cAMP

actúa sobre la expresión de IL-1 inhibiendo o estimulando la síntesis de IL-1

estimulada por LPS (Hurme, M. et al. 1990, Tannenbaum C.S. et al. 1989, Willis,

S.A. et al. 1995, Koh, W.S. et al. 1995). Los efectos de cAMP son generalmente

inhibitoriosy el aumento de los niveles intracelulares de cAMP están asociados

con la supresión de la activación del monocito, sin embargo, se ha descripto la

estimulación de lL-1 por cAMP en monocitos adheridos a la placa de cultivo

durante tiempos prolongados o estimulados con PMA (Dinarello, C.A. 1991).

También existen otras señales que se inducen durante la activación del monocito

como por ejemplo la producción de óxido nítrico. PKA y PKC activadas por IL-1

son capaces de fosforilar la enzima óxido nítrico sintetasa inducible presente en

monocitos. Esta vía de transducción es particularmente importante en la activación

del monocito y el desarrollo de la respuesta inflamatoria (Kanno, K. et al. 1994,

Balligand, J.L. et al. 1995, Brooks, J.W. et al. 1994).

Un rol no menos importante en las vlas de transducción de señales Io juegan las

fosfatasas serinaftreonina (Rossi, B. 1993). Estas enzimas son imprescindibles

para llevar al estado inactivado a algunos factores de transcripción como el

NF-kB. Por otra parte, también pueden cumplir con funciones activadoras como en

el caso de c-jun que tiene que sufrir defosforilaciones en algunos sitios para ser

activado como parte del factor de transcripción AP-1 (Rossi, B. 1993). Los factores

de transcripción mencionados tienen sitios de unión en los promotores de muchas

interleuquinas y son activados en el proceso de activación del monocito (Brooks,

J.W. et al. 1994). Ambos factore de transcripción son activados en respuesta a IL-1

(Dinarello, C.A. 1991). Además de NF-KB y AP-1, también NF-IL-6 está



involucrado en el proceso de activación linfocitaria. el proceso inflamatorio y la

regulación de la transcripción de genes de citoquinas.

La comunicación entre células inmunes y neuroendócrinas presenta

características pleiotrópicas y redundantes dado que una misma hormona o

citoquina puede tener varios efectos distintos o varias citoquinas producir efectos

similares. Las bases moleculares de estos fenómenos se encuetran en las vías de

transducción de señales (Kishimoto, T. et al. 1994).

4. ACTIVIDAD REGULATORIA DE HORMONAS, NEUFIOTFIANSMISOFIES Y

NEUROPEPTIDOS SOBRE EL SISTEMA INMUNE.

Existen numerosos y variados efectos de hormonas sobre parámetros inmunes.

Se han descripto acciones de las hormonas hipotaiámicas, hipofisarias, sexuales

y metabólicas como insulina por ejemplo (Besedovsky, H. et al. 1992, Savino, W.

et al. 1995, Spangelo, B.L. et al. 1995). También han sido estudiados los efectos

de neurotransmisores y neuropéptidos como adrenalina, acetilcolina, óxido nítrico,

sustancia P, bradiquinina, peptido intestinal vasoactivo, somatostatina y

angiotensina, entre otros (Besedovsky, H. et al. 1992, Merrill,JE. et al. 1995).

En la presente introducción nos concentramos sólo en los efectos de las

hormonas del eje HPA.

4.1 HORMONAS DEL EJE HPA

EI eje HPA es activado en diversas circunstancias y está implicado en la

regulación e integración de muchos procesos fisiológicos o patológicos. Nos

referiremos inicialmente, muy brevemente, a algunas de las acciones de las

hormonas de este eje.
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Frente a estímulos estresantes o siguiendo un ritmo circadiano se produce Ia

activación de Ia producción de glucocorticoides. Estos estímulos son integrados

en el sistema nervioso central y transducidos al resto del organismo a través del

sistema neuroendócrino (Irving, M. 1994, Vamvakopoulos, N.C. et al. 1994). En el

hipotálamo se produce la síntesis de las neurohormonas que controlan Ia

producción de hormonas hipofisarias. La hormona hipofisaria que regula la

producción de glucocorticoides en Ia glándula adrenal es la ACTH. Las

principales hormonas hipotalámicas inductoras de la secreción de ACTH

conocidas hasta el presente son: Ia CRH, Ia vasopresina y la oxitocina (Plotzky,

P.M. et al. 1987, Orth, D.N. 1992, Vamvakopoulos, N.C. et al. 1994). Estas

hormonas son sintetizadas y secretadas por las neuronas de los núcleos

paraventricular y supraóptico del hipotálamo. Las neuronas productoras de CRH

se encuentran principalmente localizadas en la división medial parvocelular del

núcleo paraventricular (Charlton, B.G. et al. 1987). Parte de dichas neuronas

también expresan bajos niveles de vasopresina (Orth, D.N. 1992). Aunque las

neuronas secretoras de oxitocina y la mayoría de las neuronas hipotalámicas

productoras de vasopresina se encuentran concentradas en el núcleo supraóptico

y en la división magnocelular del núcleo paraventricular, proyectándose

principalmente hacia Ia pituitaria posterior, diversas publicaciones sugieren que

dichas neuronas podrían también controlar la respuesta de ACTHen la pituitaria

anterior causada por estresores específicos (Dohanics, J.E.H.G. et al. 1991). Las

hormonas hipotalámicas CRH y vasopresina liberadas en el sistema porta

hipotálamo-hipofisario actúan sobre receptores específicos en las células

corticotróficas de la hipófisis anterior produciendo la liberación de ACTH a la

circulación (Orth, D.N. 1992). Receptores para CRH fueron detectados mediante

técnicas de autoradiografia cuantitativa y de unión en membranas celulares. Se

identificaron sitios de unión de alta afinidad de la CRH en sistema nervioso central

y en hipófisis anterior (De Souza, EB. et al. 1985). La distribución de los

receptores de CRH es similar a la de las neuronas productoras de CRH. Fue
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observada una alta densidad de sitios de unión en la neocorteza. La unión de la

hormona a su receptor, tanto en ratas como en el cerebro de primates, es

reversible. saturable y de alta afinidad con una Kd del orden nanomolar (De

Souza, EB. et al. 1985). Este receptor transduce su señal a través del aumento

intracelular de cAMP (Audhya, T. et al. 1991, Webster, E.L. et al. 1989). Se han

clonado dos tipos de receptores de CFiH. El primero de ellos, CRH-R1, fue

clonado a partir de un tumor corticotrófico humano y se expresa en células

corticotróficas de hipófisis anterior mediando los efectos de CRH sobre la

liberación de ACTH (Chen, Fl. et al. 1993). Este receptor también se encuetra

ampliamente distribuido en el sistema nervioso central (Potter. E. et al. 1994).

Recientemente ha sido clonado el segundo tipo de receptor de CRH llamado

CRH-RZ. Este receptor se expresa principalmente en tejidos periféricos como

corazón, múscqu y pulmones (Stenzel, P. et al. 1995). Para estudiar las funciones

de CRH también se han desarrollado animales transgénicos que sobreexpresan

CRH y desarrollan síntomas de hipercortisolismo (StenzeI-Poore, MP. et al. 1992)

y animales que no expresan CRH, los cuales tienen bajos niveles de

glucocorticoides que parecen no afectar a los animales adultos pero si son

necesarios durante el desarrollo embrionario (Muglia, L. et al. 1995).

La ACTH estimula la síntesis y secreción de glucocorticoides por parte de la

corteza adrenal. Actúa sobre un receptor de membrana que transduce su señal

por la vía de cAMP. En las células de la corteza adrenal. activa las enzimas de las

vlas biosintéticas de los esteroides conduciendo a un aumento de Ia síntesis y

secreción de glucocorticoides.

Los glucocorticoides actúan también directamente a nivel de la hipófisis y del

hipotálamo (Dallman, MF. et al. 1987) inhibiendo la activación del eje. Estos

efectos de los glucocorticoides son mediados por receptores de corticosteroides.

Existen dos tipos de receptores con diferente afinidad por la corticosterona y
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glucocorticoides sintéticos (Reul, J.M.H.M. et al. 1985). El receptor del tipo I es el

receptor clásico de mineralocorticoides con alta afinidad para aldosterona. El

receptor del tipo lI tiene mayor afinidad por los glucocorticoides corticosterona y

dexametasona (Reul, J.M.H.M. et al. 1985, Veldhuis, H.D. et al. 1982). Ambos

receptores han sido clonados (Arriza, J.L. et al.1987, Hollenberg, SM. et al. 1985,

Evans, RM. 1988).

El eje HPA es de fundamental importancia en el control del sistema inmune. La

importancia del funcionamiento del mismo en el normal desarrollo de la respuesta

inmune fue demostrado estudiando las alteraciones inmunes producidas por

lesiones en diversas áreas hipotalámicas como así también los efectos de la

hipofisectomía y adrenalectomfa (Bateman, A. et al. 1989). También se utilizaron

modelos animales, como las ratas Lewis (Sternberg, E. 1989) o las gallinas de la

cepa obesa OS (Wick, G. et al. 1993) que presentan enfermedades autoinmunes

debido a defectos en diferentes niveles del eje HPA (Wick, G. et al. 1993).

Experimentos llevados a cabo con ratas de la cepa Lew/N y Fisher (F344/N)

ponen en evidencia el rol protector de los glucocorticoides de los efectos nocivos

de una respuesta inmune exacervada (Sternberg, E. et al. 1989). Se ha observado

que alteraciones de la producción de CRH afectan algunas funciones inmunes en

estas cepas. Por ejemplo. ratas de Ia cepa Lew/N son susceptibles a la inducción

de artritis por una inyección de la pared celular de estreptococos. Estas ratas

muestran un defecto en la sintesis y en la secreción de la CRH hipotalámica. con

la consecuente reducción en la actividad del eje HPA (Sternberg, E. 1989).

Cuando las ratas Lew/N son tratadas con dexametasona se pierde la

susceptibilidad a la inducción de la artritis. Por otro lado, las ratas Fisher 344/N,

genéticamente relacionadas con las Lew/N, son resistentes a la inducción de

artritis y muestran un sistema CRH hipotalámico funcionalmente normal.

Comparando los patrones de respuestas hormonales de las ratas Fisher (F344/N)

(no susceptibles a desarrollar artritis) con las ratas Lew/N (susceptibles) se
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observan diferencias en ACTH y glucocorticoides plasmáticos, como

consecuencia de la inyección de IL-1a, CRH, SCW y el agonista serotoninérgico

quizapine todos ellos activadores del eje HPA por diferentes mecanismos. Las

ratas Lew/N muestran una respuesta del eje HPA disminuida con respecto a las

ratas Fisher. La inhibición de los efectos de los glucocorticoides en las ratas

Fisher con el antagonista de glucocorticoides FlU 38486 o con el antagonista

serotoninérgico LY53857, posibilita la inducción de artritis en estos animales

(Sternberg, E. 1989). Dichos experimentos ponen en evidencia el posible rol de

los glucocorticoides en el desarrollo de procesos autoinmunes.

Otro modelo animal que muestra la importancia de las hormonas del eje HPA en

la regulación de la repuesta inmune es Ia cepa de gallinas obesas (obese chicken

strain). Estos animales desarrollan enspontáneamente una tiroiditis autoinmune

con características similares a la tiroiditis de Hashimoto que afecta a humanos.

Entre las alteraciones inmunes presentan hiperreactividad de las células T y

expresión aberrante de antígenos del complejo mayor de histocompatibilidad de

clase ll (Wick, G. et al. 1989, Kroemer. G. et al. 1989). Los niveles de

glucocorticoides totales encontrados son normales pero los niveles de globulinas

que unen glucocorticoides son el doble de los niveles normales, por lo tanto Ia

actividad neta de los glucocorticoides se encuentra disminuida. La

hiperreactividad de las células T y su infiltración en la tiroides disminuye con Ia

administración de glucoccorticoides (Faessler, R. et al. 1988). La respuesta de los

glucocorticoides frente a la estimulación con antígenos no se registra en estos

animales. No se conocen los mecanismos por los cuales se desarrolla este tipo de

enfermedad autoinmune pero las interacciones entre el sistema neuroendócrino y

el inmune juegan un papel fundamental (Wick, G. et al. 1993).
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4.1.1. CRH Y SISTEMA lNMUNE

Estudios sobre los efectos centrales de CFlHmuestran que tendría esencialmente

un rol inhibitorio sobre la respuesta inmune (ln/Vin,M..1994). La CRH administrada

¡cv produce una supresión de la actividad de las células NK de bazo de rata y

anticuerpos anti-CRH antagonizan la supresión de la actividad citotóxica de las

NK y de la proliferación de linfocitos T inducida por stress (lrwin, M. et al, 1987,

1990, Irwin, M. 1994). La administración crónica de CFlH a nivel central produce

una inhibición de la proliferación de esplenocitos pero al mismo tiempo aumenta

los niveles de expresión de IL-1 e IL-2 (Labeur, M. et al. 1995). La infusión

intracerebroventricular (icv) de lL-1 en ratas produce la rápida supresión de varias

respuestas de linfocitosperiféricos. Esta supresión se evita completamente con la

infusión de anticuerpos anti-CRH en el ventrículo lateral y parcialmente con el

bloqueo de la transmisión neural en los ganglios simpáticos (Sundar, S.L. et al,

1989; 1990). Estos resultados sugieren que tanto lL-1 como CFlH son mediadores

de los efectos inmunosupresores del stress.

Además de sus efectos a nivel central, la CRH tiene efectos directos sobre las

células del sistema inmune (Chrousos, G.P. et al. 1995). Hay varios ejemplos

descriptos sobre la acción de la CRH sobre la proliferación celular. Por ejemplo,

estimula la proliferación de células mononucleares periféricas en presencia o en

ausencia de mitógenos como Con A (concanavalina A), PHA (phitohemaglutinina)

y PWM (pokeweed mitogen) (Singh, V. et al. 1989). También estimula la

proliferación de linfocitos en presencia de mitógenos dependientes de células T,

principalmente Con A, y de monocitos aislados (Singh, V. et al. 1989). En

humanos el efecto proliferativo no es mediado por células B, (Singh, V. et al 1990)

pero en esplenocitos de rata la respuesta proliferativa de los linfocitos se registra

sólo en poblaciones enriquecidas en linfocitos B y no en linfocitos T o macrófagos.
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Tampoco se detectan efectos de CRH sobre la proliferación de esplenocitos de

rata (MCGiHis,J.P. et al, 1989).

Existen discrepancias sobre los efectos de CFlH sobre la actividad NK (natural

killer). Algunos autores encontraron que la CRH inhibe la actividad "natural killer"

in vitro (Pawlicovsky, M. et al. 1988, Gatti, G. et al. 1992). Sin embargo, otros

reportaron que la CRH no tiene efecto sobre la actividad NK in vitro (Singh, V. et

al. 1989) o que la aumenta por un mecanismo dependiente de receptores

opioides. Este último efecto es compartido con arginina vasopresina (Carr, D.J.J.

et al. 1990).

También hay discrepancias en la bibliografia sobre los efectos de CRH in vitro en

relacion a Ia modificacionde parámetros que representan el estado de activación

del sistema inmune. Por ejemplo, algunos autores observaron que la CFlH

aumenta in vitro la cantidad de células que expresan el receptor de IL-2, como

parámetro de activación, en preparados de células T (Singh, V. et al. 1989). En

células mononucleares periféricas. Ia CFlHpor sí misma estimula Ia producción de

lL-6. Cuando se agrega LPS en combinación con CRH a estos cultivos, Ia

producción de lL-6 no se modifica con respecto a Ia estimulada sólo por CRH. La

producción de IL-6 en respuesta a CRH se registra en la fracción aislada de

monocitos pero no en la fracción de linfocitos (Lew,S.C. et al. 1992). También se

ha observado que la CRH puede estimular la producción de lL-1 e lL-2 en

preparaciones de células mononucleares en condiciones basales y además

puede aumentar la expresión de lL-1 estimulada por LPS y la de lL-2 estimulada

por PHA (Singh, V. et al. 1990). En cambio otros autores reportaron que hay un

efecto inhibitorio de CRH sobre la producción de lL-1 e lL-6 inducida por LPS en

monocitos (Hagan, P. et al. 1992). Anticuerpos anti-lL-1 suprimen la estimulación

de |L-6 por LPS, pero dado que la inhibición de CRH sobre |L-6 no es aditiva, el
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efecto de CFlH sobre lL-6 sería mediado por la inhibición de lL-1 (Hagan, P. et al.

1992). Hasta el momento no se han aclarado las causas de estas diferencias.

Fuera del sistema nervioso central, sitios de unión específicos para CRH fueron

localizados en los ganglios simpáticos, en el tejido cromafín de Ia médula adrenal

y en otros órganos como el páncreas, el intestino, el bazo y esplenocitos murinos

(Dave, J.R. et al. 1985, Webster, EL. 1989, Audhya, T. et al. 1991). Se ha

descripto también la presencia de receptores de CRH en células mononucleares,

linfocitos T (CD4+) (Singh, V. et al. 1988; Webster, E.L. et al. 1990). Este receptor

transduce su señal a través del aumento intracelular de CAMP(Audhya, T. et al.

1991, Webster, EL. et al. 1989) y es el mediador de los efectos directos de CRH

observados ¡n vitroen células del sistema inmune.

Además de la presencia de receptores de CFlHen células del sistema inmune, se

ha detectado la presencia de RNA mensajero de CRH en el timo y el bazo y Ia

liberación de CRH en timocitos y esplenocitos (Orth, D.N. 1992, Aird, F. et al.

1993). Estos resultados sugieren que podrían existir interacciones autócrinas o

parácrinas en los efectos inmunomoduladores de CRH. Por hibridización in situ se

ha demostrado la sintesis de RNA mensajero de CRH en linfocitos T, B y

neutrófilos pero no en monocitos, hecho confirmado por Northern blot y FiIA

(Stephanou, A. et al. 1990). La CRH sintetizada por los linfocitos T es estimulada

por PHA (Ekman, R. et al. 1993). La producción de CRH por parte de linfocitos y

esplenocitos también es estimulada por stress celular producido por hipertermia,

hiperosmolaridad o hipoxia y por mitógenos como LPS o concanavalina A

(Kravchenco, l. et al. 1994).

También se ha descripto recientemente que en los sitios de inflamación hay

producción local de CRH (Karalis, K. et al. 1991). La CFlH producida en los sitios

de inflamación se detectó por inmunohistoquímica y también por FllA
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encontrándose niveles similares a los encontrados en el hipotálamo y la placenta,

dos órganos productores de CRH. Anticuerpos anti-CRH administrados

intraperitonealmente en ratas con inflamaciones locales producidas por la

inyección subcutánea de carragenina bloquean los síntomas de inflamación

(Karalis, K. et al. 1991). Es improbable que los efectos de estos anticuerpos sean

debidos a la neutralización de los efectos de CRH sobre la liberación de ACTH ya

que ésta última originaria un estado de hipoglucocorticoidismo que contribuiría a

exacerbar los síntomas inflamatorios. Además, la inyección local del anticuerpo en

los sitios de inflamación bloqueó totalmente su desarrollo y. en animales

inyectados con carragenina, los niveles plasmáticos de CRH se mantuvieron

iguales a los de los controles. En base a estos resultados se postuló que CRH es

uno de los mediadores de la inflamación actuando mediante mecanismos

autócrinos o parácrinos (Karalis, K. et al. 1991). En ratas de la cepa Lewis que

tiene deficiencias en Ia producción de CRH hipotalámica y que son susceptibles

al desarrollo de artritis se encontraron altos niveles de CFlH en las articulaciones

inflamadas (Crofford, L.J. et al. 1992). Dado que hay producción de CRH en la

médula espinal. la CRH encontrada en los sitios de inflamación podría ser

aportada por los nervios periféricos. En las mismas articulaciones con artritis se

encontraron sitios de unión para CRH (Crofford, L.J. et al. 1992). Estos resultados

favorecen la hipótesis de que la CRH a nivel periférico actúa como un

inmunoestimulador proinflamatorio.

4.1.2. ACTH Y SISTEMA INMUNE.

Varios experimentos in vivoseñalan la importancia del funcionamiento normal de

la hipófisis para el desarrollo de la respuesta inmune. En este sentido se ha

demostrado que la glándula pituitaria es necesaria para la proteción de los

efectos letales de Salmonella typhimurium: el 50 % de las ratas controles

sobreviven mientras que todas las ratas hipofisectomizadas infectadas mueren en
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pocos dias (Edwards, C.K. et al. 1991). Estudiando los parámetros inmunes en

ratas hipofisectomizadas se encontró que reduce la síntesis de anticuerpos, la

citotoxicidad de las NK, la producción de |L-2 y la sintesis de TNF-a por

macrófagos estimulados por LPS (Exon, J.H. et al. 1990; Edwards, C.K. et al.

1991). Estos resultados explican la baja supervivencia de los animales

hipofisectomizados frente a las infecciones.

Las células del sistema inmune presentan receptores para la hormona hipofisaria

ACTH (Smith, EM. et al. 1987, Clarke, B.L. et al. 1989). Por ejemplo. se ha

demostrado la presencia de los mismos en poblaciones celulares del bazo de

ratones. los cuales presentan 2 afinidades distintas de unión para la ACTH

(Johnson, H.M.et al. 1982). La cantidad de receptores expresados en células del

sistema inmune son comparables a los encontrados en células de la corteza

adrenal sensibles a ACTH.

También se ha observado que la activación de los esplenocitos con mitógenos

produce un aumento de los receptOres de ACTH (Smith, EM. et al. 1987, Clarke.

B.L. et al. 1989).

Se han observado distintos efectos directos de ACTH sobre células del sistema

inmune. Por ejemplo, ia ACTH inhibe la producción de anticuerpos dependiente o

independiente de las células T (Johnson, H.M. et al. 1982). Otros autores

observaron un aumento en la proliferación de células B y en la producción de

anticuerpos inducidos por ACTH (Alvarez-Mon, M. et al. 1985). Más recientemente

se observó que ACTHtiene un efecto bifásico sobre la producción de anticuerpos

dependiendo de la dosis. En bajas concentraciones se induce la secreción de lgM

por la linea murina de células B, mientras que, en altas concentraciones inhibe

dicha secreción (Bost, K.L. et al. 1990).
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ACTH tiene efectos inhibitorios sobre la producción y función de IFN-y. Esta

hormona suprime la producción de IFN-y por los linfocitos T (Johnson, H.M. et al.

1984) y bloquea la función del IFN-y de estimular Ia actividad tumoricida de los

macrófagos (Koff, W.C. et al. 1985).

Existe una familia de péptidos con actividad inhibtoria de los efectos de ACTH,

llamados corticostatinas. Se han descripto varios tipos de corticostatinas que

desplazan la unión de ACTH a su receptor. Son producidas en diversos tejidos y

también en células del sistema inmune como neutrófilos, macrófagos y monocitos

(Solomon, S. 1993).

4.1.3. GLUCOCORTICOIDES Y SISTEMA INMUNE

Los glucocorticoides tienen un rol fisiológico fundamental en la respuesta al

estrés: previenen una respuesta exagerada durante la activación de los

mecanismos de defensa. Estos mecanismos de defensa son protectores en sus

fases iniciales y actúan bajo una estricta regulación pero pueden dar origen a

patologías cuando están fuera de control (Munck, A. et al. 1984).

El rol de los glucocorticoides ha sido demostrado por el uso de diferentes modelos

¡n vitroe ¡n vivo:por remoción de los glucocorticoides endógenos (adrenalectomía

ó administración de antagonistas del receptor de glucocorticoides), o bien por

administración de glucocorticoides exógenos (Munck, A. et al. 1984).

Como ya se enunció, los glucocorticoides mediante un feedback negativo inhiben

Ia activación del eje HPA. Actúan sobre el hipotálamo y la hipófisis inhibiendo la

producción de-CRH y de ACTH. Además de este mecanismo de autorregulación.

también están involucrados directamente en la regulación de la respuesta

inmune. Se ha demostrado que la adrenalectomia incrementa la sensibilidad a la



acción letal del LPS (Abernathy, RS. et al. 1957, Swingle. W.W. 1944) y del

TNF-a. Este efecto de sensibilización puede ser imitado inhibiendo los efectos

protectores de los glucocorticoides con el antagonista del receptor de

glucocorticoides RU38486 (Lazar, G. et al. 1986, Hawes, A.S. et al. 1992). En

estudios metabólicos y analizando la respuesta de animales sensibles o

resistentes a LPS, se determinó que los glucocorticoides protegen de los efectos

tóxicos del LPS (Berry, L. et al. 1964, Gadina, M. et al. 1991). Por otro lado existen

evidencias de que la susceptibilidad a la acción letal del LPS y TNF-a varía con el

ritmo circadiano siguiendo el mismo patrón que Ia liberación de glucocorticoides

(Langevin, T. et al. 1987).

Distintos tejidos Iinfocitarios, por ejemplo el bazo y el timo, o distintas especies

presentan distinta sensibilidad a los glucocorticoides pero ésta no está

correlacionada con el número de receptores de glucocorticoides presentes ni con

la afinidad de los mismos (Baxter, J.D. et al. 1972). Variaciones en el número de

receptores de glucocorticoides durante el ciclo celular o seguidos por una

estimulación mitogénica (con un aumento al doble o triple), no ocurren en paralelo

con un cambio en la sensibilidad (Smith, K.A. et al. 1977, Crabtree, GR. et al.

1980, Cupps. T.Fi. et al. 1982). Estas diferencias en el funcionamiento de los

receptores de glucocorticoides podría deberse a la participación de otros factores

entre los cuales las citoquinas cumplirian un rol fundamental.

Los glucocorticoides son ampliamente usados como drogas antiinflamatorias e

inmunosupresoras en la clinica. Sus efectos antiinflamatorios son debidos en

parte a la inhiibición de la inducción de sustancias vasoactivas mediante el

bloqueo del metabolismo del ácido araquidónico, el cual actúa como segundo

mensajero produciendo vasodilatación y cambiando la distribución del tráfico de

células inmunes. Los mecanismos por los cuales los glucocorticoides producen

inmunosupresión, incluyen: la lisis de linfocitos, la inhibición de la proliferación y
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función Iinfocitaria y la redistribución del tránsito linfocitario (Dracott, B.N. et al.

1979, Cupps, TR. et al. 1982).

Los glucocorticoides producen una rápida redistribución de las poblaciones de

linfocitos. Producen una linfopenia transiente y los niveles normales de linfocitos

circulantes se recuperan a las 24 horas (Fauci, A.S. 1976). Los mecanismos

mediante los cuales los glucocorticoides modulan el tránsito Iinfocitario no se

conocen en detalle, pero se ha demostrado que producen cambios en la

expresión de proteinas de membrana asociadas a los cambios de patrones de

circulación (Woodruff,J. et al. 1968). La base de estos efectos es el cambio en las

propiedades de adhesión y quimiotaxis de distintas poblaciones de células

inmunes. Por ejemplo, inhiben la expresión de las moléculas de adhesión

ELAM-1 (endothelial Ieukocyte adhesion molecule 1) e lCAM-1 (intercellular

adhesion molecule 1) en células endoteliales estimuladas con endotoxinas

(Cronstein B.N. et al. 1992), lo cual inhibe el tránsito de linfocitos hacia los tejidos

inflamados.

Los glucocorticoides también inhiben la proliferación de linfocitos T estimulada

por Con A o PHA mientras que los linfocitos B estimulados con PWM son

resistentes (Gillis, S. et al. 1979, Palacios, R. et al. 1982). Estos efectos fueron

confirmados en estudios in vivo (Cupps, T.R. et al. 1982). Además de los efectos

sobre Ia proliferación tienen efectos sobre la diferenciación celular, por ejemplo,

inhiben la diferenciación de los macrófagos (Cupps, TR. et al. 1982, Baybutt, H.N.

et al. 1990). También intervienen en el proceso de diferenciación intratímica

modulando la proporción entre distintas subpoblaciones de timocitos (Screpanti, I.

et al. 1989). Los glucocorticoides participarlan en el proceso de selección clonal

de células timicas no reactivas durante su maduración. Son capaces de inducir la

lisis de las células T inmaduras presentes en la corteza del timo y las células B

foliculares. Sin embargo, las células T maduras (medulares) y las células B
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activadas, son relativamente resistentes a la muerte celular inducida por

glucocortícoides (Cohen, J.J. et al. 1984).

Han sido reportados diversos efectos de los glucocortícoides sobre Ia actidad de

células NK.Diferentes autores en distintos modelos han encontrado tanto efectos

supresores como estimuladores en ensayos ¡n vivo (Onsrud. M. et al. 1981,

Parrillo, J.E. et al. 1978). También se han encontrado distintos efectos in vitro

sobre Ia actividad NK (Parrillo, J.E. et al. 1978).

La producción de citoquinas es afectada en forma directa por los glucocortícoides.

Se observó que los glucocortícoides inhiben la transcripción de IL-1Ben ensayos

de transcripción ¡n vitro con núcleos aislados de células de Ia línea monocítica

U-937 previamente tratadas con glucocortícoides y estimuladas con LPS o ésteres

de forbol (Lee, S. et al. 1988). Los efectos inhibitorios sobre Ia transcripción de

IL-1fison ya muy marcados a las tres horas del agregado de dexametasona (Lee.

S. et al. 1988). Otro de los mecanismos por los cuales los glucocortícoides inhiben

Ia expresión de IL-1 es mediante el aumento de Ia degradación de su RNA

mensajero. En este caso. el mRNA de IL-1Bestimulado por LPS en presencia de

dexametasona comienza a decaer a las tres horas pero su efecto es más notorio

recién a las seis horas (Lee, S. et al. 1988, Knudsen, P.J. et al. 1987). Los

glucocortícoides disminuyen la producción de IL-2 a nivel transcripcional

mediante Ia unión de su receptor activado a sitios específicos en la zona

regulatoria del gen (Gillis, S. et al. 1979, Boumpas, D.T. et al. 1991, Vacca, A. et al.

1992). También hay un efecto inhibitorio a nivel postranscripcional tanto de IL-2

como de su receptor (Boumpas, D.T. et al. 1991, Reed, J.C. et al. 1986). Además

inhiben la transcripción de |L-3 y la acumulación de mRNA de interferón-y (Arya,

S.K. et al. 1984). La producción de TNF-o. es suprimida por glucocortícoides

(Beutler, B. et al. 1986; Parant. M. et al. 1991). También IL-6, IL-8, GM-CSF y

G-CSF liberados en respuesta a diferentes estímulos son inhibidos por
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glucocorticoides (Waage, A. et al. 1990, Tobler, A. et al. 1992, Hamilton, J.A. et al.

1992).

Sin embargo, algunas interacciones entre los glucocorticoides y las citoquinas

presentan patrones de regulación más complejos. Por ejemplo, la producción de

TNF-o.en macrófagos peritoneales estimulados con LPS in vitro es inhibida por

glucocorticoides. Esta inhibición es parcialmente revertida por lFN-y (Luedke, CE.

et al. 1990). Sin embargo, lL-4 potencia el efecto inhibitoriode los glucocorticoides

sobre IL-1, TNF-a y prostaglandina E2 en monocitos humanos (Hart, P. et al.

1990). Por otro lado, cuando el estímqu para la producción de TNF o IL-1 es el

forbol miristato acetato (PMA), los glucocorticoides no tienen efecto (Debets, J.M.

et al. 1989). Los efectos inhibitorios de los glucocorticoides tienen lugar a nivel

transcripcional, por Io tanto es probable que la ausencia de efectos sobre la

estimulación por PMA puede deberse a un efecto estabilizador del PMA sobre el

mFiNAde estas citoquinas (Akira, S. et al. 1990).

Además de los efectos inhibitorios de los glucocorticoides sobre IL-1 ya

mencionados, nuestro grupo ha demostrado recientemente que los

glucocorticoides suprimen la expresión de lL-1ra estimulada por LPS en

monocitos humanos (Arzt, E. et al, 1994). Esta inhibición puede ser mediada en

parte por el receptor de mineralocorticoides que es expresados por los monocitos

(Sauer, J. et al. 1995). Esta participación del receptor de mineralocorticoides

podría estar relacionada con la formación de heterodímeros de receptores de

glucocorticoides y mineralocorticoides que ha sido recientemente demostrada en

en células del sistema nervioso (Trapp, T. et al. 1994). Estos datos tomados en

conjunto parecen paradójicos dado que un agente antiinflamatorio inhibe a un

mediador de la inflamación y también a su antagonista endógeno. Sin embargo,

se explican por el rol que tienen los glucocorticoides de prevenir una excesiva

reacción del sistema inmune. En este caso los glucocorticoides cumplirlan con el
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papel de reprimir la expresión de todo el sistema de lL-1 para devolverlo a una

situación de homeostasis. Por lo tanto, existe una regulación fina del sistema de la

lL-1 que involucra a los glucocorticoides y podría hipotéticamente también

involucrar a otras hormonas del eje HPA. La potencialidad de aplicaciones

terapéuticas y la necesidad de una mejor comprensión del rol en patologías

relacionadas justifican la realización de estudios más profundos sobre los

mecanismos de acción de los glucocorticoides y los posibles efectos de otras

hormonas.

Los glucocorticoides a pesar de sus efectos inmunosupresores tienen efectos

estimulatorios sobre la expresión del receptor de IL-1. En linfocitos B se ha

demostrado que los glucocorticoides aumentan el número de sitios de unión de

lL-1 (Akahoshi, T, et al. 1988). Así por ejemplo se observó un aumento de los

receptores para IL-1 en linfocitos B, fibroblastos y varias lineas celulares

(Gottschall, PE. et al. 1991), pero no en linfocitos T, ni en monocitos (Akahoshi, T,

et al. 1988). Por otra parte, en otras células inmunes, polimorfonucleares y líneas

clulares monociticas los glucocorticoides aumentan la expresión del receptor de

lL-1 tipo Il (Fle, F. et al. 1994). El aumento de la unión de IL-1 debido al receptor

tipo ll podria inhibir los efectos de lL-1 al no transducir señal y competir con el

receptor funcional tipo I como ya se mencionó en la sección 2.3. De esta manera,

el efecto final de los glucocorticoides sobre la acción de IL-1 sería inhibitorio.

En el caso de los receptores para IL-6,los glucocorticoides actúan aumentando su

expresión en distintas líneas celulares como en las de hepatoma humano,

monocitica humana U-937, linfoma BMNHy epiteliales (Snyers, L. et al. 1990).

Las bases moleculares de estos efectos de los glucocorticoides sobre la

expresión génica de citoquinas han sido estudiados. Los receptores de

glucocorticoides se encuentran presentes en la mayoria de los tipos celulares del

sistema inmune y median sus potentes efectos inmunosupresores (Munck, A. et al.

35



1984). También se identificaron secuencias de DNA conservadas

correspondientes a los sitios de reconocimiento del receptor activado de

giucocorticoides (GRE) en el extremo 5' de varios genes que codifican para

citoquinas (Akira,S. et al. 1990). Estas secuencias serían los blancos directos de

los receptores activados responsables de la inhibición de la transcripción. En los

últimos años se han acumulado evidencias de que los mecanismos de

transducción de señales pueden interaccionar entre si dando como resultado

respuestas más específicas y flexibles. Por otro lado, existen evidencias de que el

receptor activado de giucocorticoides puede interactuar con factores de

transcripción como NFKBó AP-1 (Truss. M. et al. 1993). Estas interacciones son

importantes para la regulación de la transcripción de los genes de muchas

citoquinas y moléculas de adhesión que median efectos inflamatorios. Por

ejemplo, el receptor de giucocorticoides activado por sus ligandos reprime la

activación de Ia transcripción de la molécula de adhesión ICAM mediada por el

factor NF-KB(Caldenhoven. E. et al. 1995). Los giucocorticoides también activan

la transcripción del inhibidor de NF-KB llamado lKB(Scheinman, RI. et al. 1995,

Auphan, N. et al. 1995).

Se han descripto alteraciones de algunos parámetros del funcionamiento del

sistema inmune en patologías neuroendócrinas que afectan los niveles de

giucocorticoides. Por ejemplo, los linfocitos de pacientes con hipercortisolismo

(enfermedad de Cushing) producen menor cantidad de IL-2que los pacientes con

hipocortisolemia debida a insuficiencia adrenal (Sauer, J. et al. 1994). Los niveles

endógenos plasmáticos de giucocorticoides presentan una relación inversa con el

peso del bazo, el número de células mononucleares, y los niveles basales de

células secretoras de inmunoglobulinas (Besedovsky, H. et al 1992). La

administración. de giucocorticoides exógenos induce la involución del timo, y

disminuyen el número de timocitos, esplenocitos y de linfocitos circulantes

periféricos (Dracott, B.N. et al. 1979).
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5. EFECTOS DE LAS CITOQUINAS SOBRE EL SISTEMA NEUROENDOCRINO

Es sabido que durante procesos infecciosos, inflamatorios o neoplásicos se

producen cambios endócrinos y comportamentales. Estudios pioneros de

Besedovsky en el año 1977 demostraron que existe una comunicación desde el

sistema inmune hacia el sistema nervioso central que es mediada por las

citoquinas secretadas por el sistema inmune (Besedovsky, H. et al. 1992). Las

citoquinas actúan a nivel del sistema nervioso central regulando diferentes

funciones y en particular tienen efectos sobre el sistema neuroendócrino

regulando la actividad del hipotálamo, Ia pituitaria y la glándula adrenal

(Besedovsky, H. et al. 1992). Los estudios iniciales consistieron en Ia observación

de los efectos centrales y endócrinos de la administración de antígenos o

citoquinas. Por ejemplo, fue detectado un aumento en la tasa de descarga

neuronal en el núcleo ventromedial pero no en el núcleo anterior del hipotálamo

de la rata tres días después de la administración de un antígeno (Besedovsky, H.

et al. 1992). El mismo tratamiento produce cambios en Ia actividad del núcleo

paraventricular y en el área preóptica anterior del hipotálamo (Saphier, D. et al.

1987). Para caracterizar los factores que median estos efectos y su origen se

usaron medios condicionados por células del sistema inmune. Una disminución

en la concentración de NA en las neuronas NA del hipotálamo y del tronco

cerebral fue inducida por una inyección ip de sobrenadantes obtenidos de

esplenocitos estimulados por Con A (Besedovsky, H. et al. 1983). Así, productos

secretados por linfocitosactivados, son capaces de estimular regiones especificas

dentro del sistema nervioso central, ya sea directa o indirectamente. En estudios

posteriores estos factores liberados por los linfocitos fueron identificados como

interleuquinas, entre las cuales la IL-1 tiene los efectos más marcados.

Sobrenadantes de cultivo de linfocitos infectados con virus capaces de inducir la

liberación de ACTH perdieron esta capacidad cuando se incubaron con

anticuerpos neutralizantes anti-lL-1 (Besedovsky, H. et al. 1992). Entre las
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acciones neuroendócrinas de IL-1 se destaca Ia estimulación de CRH,

norepinefrina y dopamina en el hipotálamo (Besedovsky 1992, Bateman, A. et al.

1989). El sitio de acción de IL-1 en la estimulación de la liberación de CRH es el

hipotálamo dado que se ha observado el efecto directo de lL-1 sobre esta

estructura ¡n vitro (Sapolsky, R. et al. 1987, Berkenbosch, R. et al. 1987,

Tsagarakis, S. et al. 1989). En el hipotálamo se han encontrado receptores para

lL-1 tipo l funcionales localizados en la eminencia media (Cunningham, E.T. et al.

1992, Matta, S.G. et al. 1993, Bateman, A. et al. 1989, Takao, T. et al. 1993). Por

otra parte, los núcleos productores de CRH están inervados por neuronas

productoras de IL-1(Breder, C.D. et al. 1988). En estudios in vivo con anticuerpos

anti-CFiH se determinó que el incremento en los niveles de CRH es un paso

esencial en la estimulación de la producción de ACTHy glucocorticoides por parte

de la IL-1 (Uehara, A. et al. 1987). También se observó que lesiones del núcleo

paraventricular del hipotálamo, sitio donde se produce CRH, bloquean la

inducción de ACTH y glucocorticoides por IL-1 (Rivier, C. et al. 1993). Por otra

parte, la inyección intraperitoneal de anti-IL-G antes de la aplicación de |L-1,

bloquea la elevación de los niveles plasmáticos de ACTH inducidos por |L-1

(Perlstein, RS. et al. 1993), lo cual demuestra que los efectos de lL-1 estan

mediados por lL-6. Sin embargo, los mecanismos por los cuales la |L-1 estimula la

producción de CRH todavia no son claros.

La glándula hipófisis constituye un nexo entre el cerebro y los sistemas endócrino

e inmune y por lo tanto es el órgano blanco de muchas acciones de las citoquinas

sobre el sistema neuroendócrino y es responsable de muchos de los efectos que

las citoquinas producen sobre este sistema. La lL-1 puede actuar directamente a

nivel de la hipófisis induciendo la liberación de ACTH. Esto ha sido demostrado

en cultivos prolongados de células normales de hipófisis (Bernton, E.W. et al.

1987, Bateman, A., et al. 1989, Hermus, A. et al. 1990). Recientemente se ha

descripto que la CRH facilita la inducción de la liberación de ACTH por lL-1 en



células corticotróficas (Payne, LC. et al. 1994). Dado que la IL-1 es producida

intrínsecamente en esta glándula, también es posible que regule la liberación de

ACTH y otras hormonas hipofisarias por mecanismos autócrinos o parácrinos

(Spangelo, B.L. et al. 1995).

Aunque es probable que ¡n vivo el mecanismo más importante para la inducción

por IL-1 de la sintesis de glucocorticoides sea mediada por CRH y ACTH, se ha

demostrado que la lL-1 también es capaz de inducir directamente la sintesis de

esteroides en la glándula adrenal (Roh, MS. et al. 1987, Hermus, A.R.M.M. et al.

1990). En forma análoga, también es capaz de inducir la sintesis de esteroides en

otros órganos blanco como ovario o testículos (Hermus, A.R.M.M. et al. 1990). La

lL-1 puede estimular la producción de glucocorticoides en glándulas adrenales

aisladas in vitro como asl también en cultivos celulares de corteza adrenal (Roh,

MS. et al. 1987, Salas, Metal. 1989).

Otras citoqulnas inflamatorias, como IL-6 y TNF-a, tienen efectos similares

(Spangelo, B.L. et al. 1995). El TNF-a produce, por administración iv en la rata, el

aumento de ACTHplasmática y estimula la secreción de ACTH por acción directa

sobre las células de Ia pituitaria (Bernardini, Fi. et al. 1990, Gaillard, T.R. et al.

1990). Sin embargo, in vitro,el TNF-a inhibe la secreción de ACTH estimulada por

CRH y no tiene ningún efecto sobre las células de la hipófisis o del hipotálamo

(Navarra, P. et al. 1991). En el caso de lL-2, ha sido demostrado que estimula la

expresión del gen de POMC y la liberación de ACTH in vitro (Brown, S.L. et al.

1987, Low, K.G. et al. 1987; Karanth. S. et al. 1991. Smith, LR. et al. 1989). In vivo,

eleva los niveles de B-endorfina, ACTH y cortisol en pacientes humanos con

cancer (Lotze, M.T. et al. 1985, Denicoff, K.D. et al. 1989). También induce el

aumento de ACTHen ratas normales. Sin embargo, varios trabajos describen la

ausencia de efectos de la lL-2en estos sistemas pero según ha sido demostrado

por los trabajos de Naito y colaboradores (Naito, Y. et al. 1989), las discrepancias

39



se deben a que la lL-2 tiene especificidad de especie y algunos trabajos previos

no tuvieron en cuenta esta caracteristica.

Las interleuquinas también tienen efectos sobre la diferenciación y el crecimiento

de órganos del sistema neuroendócrino. Por ejemplo, la lL-1 estimula el

crecimiento de astrocitos mientras que la IL-2estimula a los oligodendrocitos. A su

vez, la respuesta a la lL-2está regulada a Io largo del desarrollo (Merril, J.E. et al.

1984, 1987, 1990). Se ha observado in vitro que algunas interleuquinas actúan

como factores de crecimiento neuronal (Hama, T. et al. 1989, Kamegai, M. et al.

1989). Se ha demostrado que la lL-2 y la IL-6regulan el crecimiento de células de

la hipófisis (Arzt, E. et al. 1992). Fue descripto que mientras estas interleuquinas

inhiben el crecimiento de células normales, estimulan la proliferación de células

tumorales de Ia hipófisis sugiriendo que existe un cambio en la sensibilidad a las

interleuquinas durante el preceso de transformación y desarrollo tumoral.

Estos, y otros resultados sugieren un rol fino de estas citoquinas en el control del

crecimiento, diferenciación y función de ciertas estructuras del sistema

neuroendócrino.

Además de ser mediadoras de la inflamación, las interleuquinas juegan un rol

fisiológico como factores tróficos, neuromoduladores o neurotransmisores,

ocasionando cambios a nivel endócrino y en el comportamiento del individuo. Se

encuentran bien caracterizados los efectos centrales que ocasionan las citoquinas

(de origen central ó periférico) y en particular la IL-1 y el TNF-a durante una

infección, como hipertermia, aumento de la fase lenta del sueño, astenia,

adinamia, anorexia y los efectos periféricos como artralgias e inhibición de la

secreción ácida y del vaciamiento gástricos (Kent, S. et al. 1992).
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6. EXPRESION DE INTERLEUQUINAS Y SUS RECEPTORES EN EL SlSTEMA

NEUROENDOCRINO

La base molecular y celular de los mecanismos responsables de la acción de las

citoquinas en el sistema neuroendócrino es la expresión de sus receptores. Dado

que además de expresar receptores para interleuquinas, los órganos

neuroendócrinos también son productores de interleuquinas, esto hace posible la

existencia de mecanismos autócrinos o parácrinos que controlan el

funcionamiento del sistema neuroendócrino.

Además de las células inmunes, el sistema nervioso central es una de las fuentes

productoras de Iinfoquinas. Por ejemplo, células de la micro y macroglia producen

lL-1, TNF-a, IFN-y, IL-2 e lL-3 (Okamoto, Y. et al. 1990, Liebermann, A.P. et al.

1989 . Velasco, S. et al. 1991, Merrill, J.E. et al. 1987, 1990). En neuronas del

hipocampo se describió la expresión de receptores para IL-1 e lL-2 (Takao, T. et

al. 1990, Cunningham, E.T. et al. 1992, Ban, E. et al. 1991, 1993).

Entre las citoquinas identificadas en el sistema nervioso central se encuentran las

interleuquinas 1, 2, 3, 6, lL-1ra, TNF-a, lFN-y y TGFB (Okamoto, Y. et al. 1990,

Liebermann, A.P. et al. 1989 , Velasco, S. et al. 1991, Merrill. J.E. et al. 1987,

1990). La expresión de estas citoquinas tiene lugar principalmente en células de

la glÍa.

De todas estas citoquinas halladas en el sistema nervioso, algunas se han

hallado en situaciones de homeostasis. en cambio otras han sido detectadas

después de la inducción con mitógenos o antígenos o asociadas a daño cerebral.

Las células de la glla cumplen funciones similares a las de las células del sistema

inmune como tagocitosis, presentación de antígenos y secreción de citoquinas. La

mlcro y macro glla posee la capacidad de secretar ciertas citoquinas en

determinadas situaciones patológicas, aunque no este bien determinado su rol
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patogénico, como por ejemplo, la secreción de lL-1. TNF-a y TNF-B en la

esclerosis múltiple. la de lL-1 en Alzheimer y TNF-a e lL-6 en meningitis

bacteriana, HIVo injuria tisular (Morganti-Kossmann, MC. et al. 1992).

Dentro del sistema nervioso central, también en estructuras con función endócrina

se ha detectado la expresión de interleuquinas y sus receptores. IL-1B e IL-6

fueron halladas en células del hipotálamo (Breder, C.D. et al. 1988). IL-1B fue

localizada en fibras del hipotálamo que inervan grupos de células endócrinas

(Breder, C.D. et al. 1988). EI antagonista del receptor de IL-1 se detectó por

hibridización ¡n situ en cerebelo, hipocampo y núcleo paraventricular del

hipotálamo (Licino, J. et al. 1991). La presencia de IL-6 y del receptor de lL-6 fue

detectada en el hipocampo y hipotálamo de rata por hibridización in situ

(Schóbitz, B. et al. 1993) También la expresión del mRNA y liberación de lL-6 fue

descripta en cultivos de células del hipotálamo (Spangelo, B.L. et al. 1990).

En la hipófisis fue demostrada la producción de lL-1. El material inmunoreactivo

para IL-1l3 al igual que su mFlNAencontrados en la pituitaria se incrementan

después de un tratamiento inmunoestimulante con LPS (Koenig, J.l. et al. 1990).

También se demostró recientemente la sltesis en adenomas de hipófisis de |L-1ra,

predominantemente la forma intracelular (Sauer, J. et al. 1994). Se describió la

expresión del receptor de lL-1 en células de pituitaria de ratón y células AtT-2O

corticotróficas (Koenig, J.l. et al. 1990, Takao, T. et al. 1990). Por experimentos de

unión y localización ¡n situ se mostró la presencia del receptor de lL-1 tipo l en

todo el lóbulo anterior de la hipófisis (Takao, T. et al. 1992). La expresión de este

receptor es regulada por LPS en forma recíproca a la regulación ejercida sobre

IL-1 y también es modulada por glucocorticoides (Takao. T. et al. 1993). La

expresión de l'L-1y su receptor como asi también de lL-1ra en la hipófisis provee

las bases moleculares para interpretar las posibles acciones autócrinas y

parácrinas de este sistema.
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En células de la hipófisis anterior se demostró la producción de lL-6, estimulada

por IL-1 (Spangelo, B.L. et al. 1991, Yamaguchi. M. et al. 1990). Además se

detectó la expresión de |L-6 en pituitaria anterior de rata. cultivos de adenomas

corticotróficos y cultivos de adenomas de pituitaria humanos (Vankelecom, H. et

al. 1989, Spangelo, B.L. et al. 1990a, 1990b, 19900, Velkeniers, B. et al. 1991,

Jones,T.H. et al. 1991, 1993, 1994). Se encontró que células de la hipófisis

anterior expresan receptores para lL-6 (Ohmichi, M. et al. 1992). También se

observó la expresión de IL-2y su receptor en líneas celulares hipofisarias de rata

(Arzt, E. et al. 1992).

7. CIRCUITO DE FEEDBACK INMUNE-HPA

Los ejemplos enunciados arriba son algunas de las evidencias que conforman las

bases moleculares y celulares de las vias de comunicación bidireccional y la

interregulación entre el sistema neuroendócrino y las células inmunes

(Besedovsky, H, et al. 1992, Chrousos, G.P. 1995, Spangelo, B.L. et al. 1995).

Estos circuitos entre ambos sistemas cumplen el rol de informar a uno de ellos el

estado de homeoestasis, o no, en que se encuentra el otro. La existencia de estas

interacciones funcionales posibilita que alteraciones producidas en uno de los

sistemas resulte patológica sobre el otro. Cada uno de estos sistemas es capaz de

recibir en forma especifica distintas señales del medio ambiente. El sistema

inmune está capacitado para captar estímulos que no son reconocidos por el

sistema nervioso central y periférico por ejemplo la presencia de agentes

infecciosos, tumores y daño celular (Bateman, A. et al. 1989). Este reconocimiento

es transformado por las células inmunes en señales humorales que actúan sobre

el sistema neuroendócrino (Besedovsky, H. et al. 1992). En respuesta, el sistema

nervioso central y periférico libera hormonas neurotransmisores y neuropéptidos.

que son reconocidas por las células del sistema inmune provocando cambios

inmunológicos específicos (Blalock, JE. 1984).
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El conocimiento de estas vias de acción permitiría una posible acción

farmacológica y terapéutica en el tratamiento de las enfermedades originadas en

ambos sistemas.

Entre estos circuitos. en respuesta a una infección o inflamación, el individuo

produce citoquinas inflamatorias, que entre otras actividades, pueden actuar a

nivel hipotalámico, hipofisario o adrenal activando Ia liberación de CRH, ACTH y

glucocorticoides (Besedovsky, H. et al. 1992, Chrousos. G.P. 1995). Estos,

además de inhibir su propia liberación por feedback negativo a nivel hipotalámico,

preservan al individuo de la sobreproducción de citoquinas a traves de la

inhibición de su síntesis, de su actividad biológica ó modulando la expresión de

SUSreceptores.

La lL-1, Ia citoquina más importante en este circuito, integra un sistema inmune­

HPA en el cual Ia inflamación conlleva un aumento en los niveles de IL-1 que, a

su vez, induce la activación del eje HPA mediante los receptores de lL-1

localizados en los órganos neuroendócrinos. Esta activación da como resultado

un incremento en la producción de glucocorticoides. Estos, como una señal de

feedback, suprimen la respuesta inflamatoria y la producción de IL-1 (Besedovsky,

HA. et al. 1986. Hurme. M. et al. 1991).

Como Io demuestran los ejemplos enunciados en esta introducción. las

interacciones entre los sistemas neuroendócrino e inmune son complejas y aún

no se conocen en detalle. Sin embargo, de los datos obtenidos hasta el presente

se desprende que el sistema inmune es capaz de modular al sistema

neuroendócrino y esta interacción es recíproca debido a la existencia de

mecanismos de feedback. Por otra parte, los sistemas neuroendócrino e inmune

comparten la producción del mismo tipo de mensajeros y la expresión de sus

receptores lo cual constituye la base de los mecanismos autócrinos y parácrinos



que modulan la actividad de ambos sistemas. Todas estas características de ias

interacciones entre ambos sistemas pueden encontrarse afectadas en asociación

con diversas patologías y por lo tanto constituyen puntos interesantes para

encarar la investigación de nuevas terapias y comprender mejor los mecanismos

de acción de las ya conocidas.
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B. OBJETIVOS

Como se desprende de Ia introducción, la interacción entre lL-1 y el eje HPA es

fundamental para el funcionamiento de las interacciones neuroinmunoendócrinas

pero no se conocen los detalles de los mecanismos de regulación del sistema |L-1

por las hormonas HPA.

1. OBJETIVOS GENERALES

Nuestro objetivo fundamental es caracterizar las interacciones regulatorias entre

el sistema neuroendócrino y el sistema inmune para desarrollar posibles

aplicaciones terapéuticas en patologías asociadas. Nuestro trabajo se focalizará

en el estudio del balance de la expresión de los factores que conforman el

sistema de lL-1 en monocitos, su regulación por CRH. ACTH y glucocorticoides y

los mecanismos moleculares y celulares de esta acción regulatoria.

EI estudio de Ia regulación de la expresión del gen del antagonista del receptor

de lL-1 por células mononucleares contribuirá a aclarar el delicado balance

inmunoregulatorio en procesos inflamatorios e infecciosos. Se espera entender el

rol de las hormonas del eje HPA en esta regulación. Los resultados de este

estudio podrian ser utilizados en Ia manipulación farmacológica del sistema

IL-1ra / lL-1 en patologías como procesos autoinmunes y shock séptico.

2. OBJETIVOS ESPEClFICOS

2.1. Caracterizar los efectos de las hormonas del eje HPA, CRH y ACTH, sobre la

expresión del gen de ll--1ra y del gen de lL-1fi midiendo los niveles de los

correspondientes mRNAy proteinas producidos en monocitos.
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2.2. Estudiar los efectos de CRH y ACTHsobre este sistema en combinación con

LPS y determinar posibles interacciones en las vias de transducción de señales

de estos factores.

2.3. Estudiar la posible participación de un loop autorregulatorio de lL-1 en la

expresión de lL-1ra, particularmente bajo estimulación con LPS.

2.4. Profundizar Ia caracterización de los efectos de los glucocorticoides sobre el

sistema de IL-1 (IL-1, IL-1ra y receptor de IL-1 tipo II). Determinar la participación

de los glucocorticoides en la regulación de los circuitos descriptos en el objetivo

2.3.
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C. MATERIALES Y METODOS

Todos los materiales utilizados en este trabajo. fueron adquiridos en las firmas

Boehringer o Sigma. Alemania; salvo que se mencione el nombre de otras

compañias, entre paréntesis, al lado de los productos.

El modelo experimental utilizado ha sido el cultivo primario de monocitos

provenientes de dadores de sangre normales. Las células fueron utlizadas en

condiciones basales o estimuladas con LPS o lL-1B, según cada protocolo

experimental. Los cultivos de monocitos humanos fueron utilizados para estudiar

la expresión de los genes de lL-1ra, IL-1By el receptor de IL-1 tipo ll. Para medir

acumulación de RNA se utilizó la técnica de Northern blot y se cuantificaron las

correspondientes autorradiografías por densitometría. Las proteinas IL-1ra e IL-1B

fueron medidas por ELISA.

1. CULTIVO DE MONOCITOS HUMANOS PERIFERICOS

Los experimentos del presente trabajo se realizaron con monocitos humanos

obtenidos de sangre periférica de dadores normales sanos y libres de infecciones

o tratamientos farmacológicos. La sangre venosa fue extraída por venopuntura,

recogida en bolsas y separada en "buffycoats". Se centrifugó el contenido de los

buffy coats a 200 g por 20 minutos, separando plasma y fracción celular. La

fracción celular se sembró sobre Ficoll-Hypaque y en este gradiente se

centrifugaron las células a 400 g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las

células polimorfonucleares y los eritrocitos sedimentan, quedando una interfase

enriquecida en células mononucleares. Esta se separó y se Iavó tres veces con

solución salina. Las células se resuspendieron en medio de cultivo FlPMI 1640

(Glbco, EEUU.) conteniendo 105 U/l de penicilina, 100 mg/l de estreptomicina, 2.5

mg/I de anfotericina B, 2le de L-glutamina y 5 % de suero fetal bovino (Gibco,



Grand Island. NY, EEUU) inactivado (30' a 56°C) a pH 7.4. Luego se realizó el

recuento celular diluyendo 1/100 una alícuota de células en una solución

conteniendo ácido acético glacial al 4% en agua destilada con trazas de azul de

metileno. Una alícuota se colocó en la cámara de Neubauer y se realizó la lectura

con un aumento 1OOX.El rendimiento de células mononucleares periféricas

obtenidas a partir de cada buffy coat fue usualmente entre 100 y 200 millones.

También se verificó la viabilidad celular mediante la coloración diferencial con

Azul de Tripano, considerando viables aquellas células capaces de excluir al

colorante. Flutinariamente se obtuvieron preparaciones de células con una

viabilidad superior a 95 %.

Finalmente, se ajustó la densidad celular a 4 x 106 células/ml y se sembraron 2 ml

por pozo en placas de cultivo de 6 pozos (Nunc, Dinamarca; Corning, EE.UU.).

Las células mononucleares periféricas obtenidas como se indicó fueron

incubadas a 37°C con atmósfera húmeda compuesta por 5 % de CO2 y 95 % aire.

La purificación de monocitos se llevó a cabo por medio de la técnica de adhesión

celular al plástico (Arzt, E. et al. 1988, Bertran, G. et al. 1992, Rinehart, J. et

al.1978). La incubación se llevó a cabo por 2 hs, al cabo de este tiempo, se retiró

la fracción de células no adherentes. La capa de células adherentes fue lavada

con medio de cultivo. Esta fracción resultó altamente enriquecida en monocitos

siendo la contaminación con linfocitos T menor a 0.5 %. La determinación de la

pureza de los cultivos se realizó por el método de inmunofluorescencia utilizando

anticuerpos monoclonales marcadores de monocitos (CD14), de linfocitos B

(0019) y de linfocitos T (CD4, CDS) (Immunotech, Francia), incubando 30' a 4°C y

lavando 2 veces con medio de cultivo. Luego se agregó 100ul de

inmunoglobulina antiratón conjugada con fluorescelna. Se incubó y lavó

nuevamente y se observó con objetivo de inmersión en microscopio de

fluorescencia.



Los cultivos de monocitos fueron incubados, después de los lavados, con medio

de cultivo por 30 minutos antes de realizar los tratamientos detallados en cada

protocolo experimental.
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de células

mononucleares . .
estrmulacuón

siembra en placas _
de cultivo separaCIÓn LPS homogeneización

de 6 pozos de m°"°°¡t°5 IL-1p de células

extracción

J adhesión ¿ i tratamiento i de RNA

l
tratamientos

rlL-1 ra CRH
a-helical CRH

db-cAMP
Ptx

ACTH
dexametasona
hidrocortisona

RU 38486

' 2 horas 3 horas l

Figura 1 : Protocolo de tratamiento de células utilizado para los experimentos de Northern blot.
Los cultivos de monocitos fueron estimulados con LPS o lL-1B y simultáneamente se agregaron los
reactivos y drogas indicados según se indica en cada experimento en Ia sección Resultados. El
rlL-1ra para los experimentos de bloqueo de los efectos de lL-t se agregó 30 minutos antes de la
estimulación con LPS. db-cAMP. dibutirilCAMP;Ptx, toxina Pertussis.
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Flgura 2: Protocolo de tratamiento de células utilizadopara los experimentos de determinación de
lL-1ra e IL-1p por ELISAen sobrenadantes de cultivo.
Los cultivos de monocitos fueron estimulados con LPS o IL-1fty simultáneamente se agregaron los
reactivos y drogas indicados según se detalla en cada experimento en Ia sección Resultados. El
anticuerpo anti-IL-1 p para los experimentos de bloqueo de los efectos de IL-1Bse agregó 30
minutos antes de la estimulación con LPS.
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Figura 3: Protocolo de tratamiento de células utilizadopara los experimentos de cinética de la
inhibición de glucocorticoides sobre la secreción de |L—1ra e |L—1fi.
Los cultivos de monocitos fueron estimulados con LPS o lL-1B y se agregó dexametasona a
distintos cultivos en los tiempos indicados. Todos los sobrenadantes fueron colectados 16 horas
después de la estimulación. Se determinaron las concentraciones de |L—1ra e |L—1Ben los
sobrenadantes por ELISA.

2. ANALISIS DE RNA

2.1 EXTRACCION DE RNA

La extracción de RNA se realizó por el método de tiocianato de guanidina y fenol­

cloroformo para realizar Northern blots. Concluido el tiempo de tratamiento. se

retiró el medio de cultivo y se agregó 1 ml de solución D (tiocianato de guanidina

4 M, citrato de sodio 25 mM, sarcosyl 0.5 %) a cada well. La capa de monocitos

adherentes fue homogeneizada en la solución D aspirando con pipeta. EI

homogenato fue transferido a tubos eppendorf conteniendo 500 pl cada uno. A

cada eppendorf, se le agregó 50 ¡1|de acetato de sodio 2 M, pH 4. Luego se

realizó una extracción con 500 pl de fenol y 100 pl de cloroformo-isoamllico (49:1)
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y se agitó en vortex durante 15 segundos. Las muestras se dejaron en hielo

durante 15 minutos y se centrifugaron durante 15 minutos a 15000 rpm a 4°C. En

este paso se eliminaron las proteínas, lípidos y DNA en la fase orgánica e

interfase. Se recuperó Ia fase acuosa conteniendo el RNA y se precipitó con un

volumen de isopropanol durante una hora a -20 °C. Se centrifugó a 15000 rpm

durante 15 minutos a 4°C. El pellet resultante se resuspendió en 150 ¡il de

solución D y se reprecipitó con un volumen de isopropanol como en el paso

anterior a -20 °C. Finalmente se realizó un lavado con 800 pl de etanol 75 °/oy se

centrifugó por 10 minutos a 15000 rpm, el pellet de FiNAse secó en speedback y

se resuspendió en agua con DEPC.

2.2. CUANTIFICACION DE RNA

Se realizó una dilución 1/100 de cada muestra en agua con DEPC y se determinó

su concentración por absorbancia a 260 y 280 nm. Una unidad de absorbancia

indica una concentración de 40 pg/ml de FlNA.El rendimiento de Ia extracción de

FlNAfue de alrededor de 10 pg de RNA cada 2 x 107 células. La pureza de las

muestras fue evaluada calculando el Índice A260/A230.Las muestras utilizadas

para Northern blot tuvieron un Índice entre 1.8 y 2.

2.3. ELECTROFORESIS DE RNA CON GLIOXAL

El RNA diluido en agua con DEPC en una concentración de 10 ¡tg/8 pl fue

glioxilado. Cada 8 pl de FlNAse agregaron 4 ul de mezcla de glioxal (127 pl de

glioxal + 8 pl de buffer fosfato 1M) y 12 pl de DMSO. Se incubaron las muestras

durante una hora a 50 grados, y luego se agregó buffer de siembra ( 0.25 % azul

de bromofenol y 0.25 % xilene cyanol en 50 % de glicerol).

Las muestras se corrieron en gel de agarosa al 1.2 °/o,en buffer fosfato 10 mM pH

6.5. La corrida se efectuó a 80 mA hasta que la muestra entró en el gel y los



colorantes se separaron. Luego se continuó la corrida electroforética a 150 mA

hasta que el azul de bromofenol migró 3/4 partes de la longitud total del gel.

2.4. NORTHERN BLOT

Una vez realizada la electroferesis, el RNA fue transferido por el método de

Northern blot a una membrana de nylon. La transferencia se realizó por

capilaridad durante 24 hs con buffer 20 x SSC.

Las membranas transferidas se fijaron por calor a 80 °C durante 2 horas. Luego

se trataron con ácido acético por 15 minutos. Posteriormente se realizó una tinción

con azul de metileno por 10 minutos para visualizar el RNA total fijado sobre las

membranas (acetato de sodio 0,5 Mcon 0.04% de azul de metileno). Se evaluó la

integridad de las preparaciones de RNA observando las bandas de RNA

ribosomal. También se estimaron las cantidades relativas de RNAtotal sembradas

en cada calle para ver si se sembraron cantidades comparables en todas ellas.

3. PREPARACION DE SONDAS

3.1. TRANSFORMACION DE BACTERIAS

Las sondas de lL-1l3humana, receptor de IL-1 tipo ll y actina humana fueron

sintetizadas partiendo de plásmidos obtenidos de otros investigadores (Nishida T.

et al. 1987, McMahan, C.J. et al. 1991). Estos plásmidos fueron clonados en

bacterias, amplificados y aislados.

Se prepararon bacterias competentes de la cepa de Escherichia coli JM105

partiendo de un cultivo de 5 ml de medio LB saturado, crecido durante la noche a

37 °C con agitación fuerte. Con este cultivo saturado se inocularon 200 ml de LB y

se crecieron hasta llegar a Ia fase exponencial de crecimiento. Una vez alcanzada

una densidad óptica de 0.5 medida a 600 nm para estimar el crecimiento del
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cultivo bacteriano, éste se incubó por 10 minutos en hielo. Luego se centrifugó a

3000 rpm por 10 minutos. El pellet bacteriano se resuspendió en 100 ml de

cloruro de calcio 100 mM preenfriado en hielo. Esta suspensión de bacterias fue

nuevamente centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos a 4 °C. El pellet fue

resuspendido en 5 ml de cloruro de calcio 100 mM y se incubó en hielo por 30

minutos. La preparación de bacterias competentes fue alicuotada colocando 200

ul en tubos eppendorf estériles agregando glicerol hasta alcanzar el 15 °/o.En este

estadío de preparación las bacterias competentes fueron guardadas a -80 °C.

Se transformaron bacterias Escherichia coli JM105 competentes con los

plásmidos conteniendo el cDNA específico y resistencia a ampicilina. A 200 ul de

la suspensión de bacterias competentes se les agregó entre 50 y 100 ng de DNA

plasmídico, se incubó 30 minutos en hielo para permitir la unión del DNA

plasmídico a las bacterias. Luego se realizó un shock de calor por 5 minutos a

42°C para permitir la entrada de los plásmidos en las bacterias. Posteriormente se

agregaron 800 ul de medio LB sin antibiótico (10 g Triptona. 5 g extracto de

levadura, 5 g Cloruro de Sodio, pH 7, autoclavado) y se incubó por 1 hora a 37 °C

para permitir la expresión de la resistencia a antibióticos. Luego se sembró un

volúmen apropiado en placas con agar-LB y ampicilina (agar 15 g/I , ampicilina

100 ¡ig/ml ). Las placas se cultivaron a 37 °C durante la noche.

Se verificó el crecimiento de colonias aisladas que expresan resistencia a

ampicilina y, por lo tanto, incorporaron el plásmido. Se repicó una colonia y se

creció durante la noche a 37°C en 5 ml de LB con ampicilina para chequear la

transformación con el plásmido correcto. Una alícuota de esta preparación se

congeló a —80°C con 15 % de glicerol.
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3.2. AISLAMIENTO DE PLASMIDOS Y CHEQUEO POR RESTFHCCION

El aislamiento de plásmidos se realizó mediante la lisis en medio alcalino de las

bacterias y la precipitación con acetato de sodio y etanol de los plásmidos. EI

cultivo de 5 ml se centrifugó a 5000 rpm durante 10 minutos. El pellet se

resuspendió en solución de lisis conteniendo sacarosa 20 %, 25 mM de Tris-Cl y

10 mg/ mI de Iisozima. Se incubó 10 minutos en hielo. Se agregaron dos

volúmenes de solución conteniendo SDS 10 % 1 ml, NaOH 2 M 1 ml y 8 ml de

agua. Luego se agregó 1/ 10 de volúmen de acetato de sodio 3 M pH 4.8, se

incubó 15 minutos en hielo y se centrifugó 10 minutos a 15000 rpm. En este paso

se eliminan los restos celulares y el DNA cromosómico. El sobrenadante

conteniendo el DNA plasmídico se precipitó con dos volúmenes de etanol, 30

minutos a -20 °C. Se centrifugó 15 minutos a 4 °C. Se efectuaron dos lavados con

etanol 80 %. Se evaporó el resto de sobrenadante en speedvac. El pellet

resultante se resuspendió en agua.

El plásmido aislado se cuantificó por espectrofotometría. Se midió Ia absorbancia

de una dilución 1/500 a 260 nm. Una unidad de densidad óptica corresponde a

una concentración de 50 ¡ig/ml de DNA. Luego la preparación de plásmido fue

dilulda hasta una concentración de 1 pg/pl.

3.3. ANALISIS DEL PATRON DE RESTRICCION DE LOS PLASMIDOS

Una alícuota de esta preparación de 1 ¡ig/pl de DNAplasmídico fue cortada con

las enzimas de restricción apropiadas para liberar el inserto y con FlNAsa A para

eliminar el RNA contaminante. La concentración enzimática utilizada fue de 1 - 10

U/pg de ADN, La reacción fue llevada a cabo usando los buffers comerciales

apropiados para cada enzima durante 1 hora a 37 °C. La reacción fue detenida

agregando 2 pl de EDTA 500 mM . El producto de la reacción de restrición fue
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analizado mediante electroforesis en minigel ( agarosa al 0.7- 1 % en buffer TBE

con bromuro de etidio: 100 mM Borato. 10 mM EDTA, 25 mM Tris/HCL, pH 8.0.).

En el gel se visualizaron con luz UV los fragmentos de cDNA que migraron de

acuerdo a la longitud correspondiente a cada cDNA comparando con Ia migración

de marcadores de peso molecular.

Una vez chequeados los plásmidos de estas colonias, se repicó una colonia del

segundo repique para crecer en 500 ml de LB líquido conteniendo ampicilina y

realizar una preparación en gran escala de DNA plasmídico. Este cultivo fue

crecido overnight a 37 °C con agitación hasta llegar a saturación. Luego se incubó

en hielo por 10 minutos y se centrifugó a 3000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Luego

las bacterias transformadas se procesaron de acurdo a las instrucciones para la

preparación de plásmidos con el kit de Quiagen. Esta preparación consiste

brevemente en Ia lisis alcalina y enzimática de las bacterias y la posterior

purificación del plásmido a partir del lisado mediante una columna cromatográfica

que une específicamente DNAplasmídico. Como resultado de este procedimiento

se obtuvieron grandes cantidades de plásmido con un alto grado de pureza.

3.4. AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS POR PCR

La sonda para lL-1ra fue amplificada a partir de un fragmento de cDNA aislado

por otros investigadores (Eisenberg, S.P. et al. 1990). Para la amplificación se

utilizó la reacción en cadena de la polimerasa con primers específicos que se

unen cerca de los extremos del fragmento de DNA. A partir de 1 pg del fragmento

de cDNA se realizó la reacción de PCR agregando 5 pl de primer 3' 40 pM, 5 ul

de primer 5' 40 uM, 1,5 ul dNTP 25 mM, 5 ul MgCl2 25 mM, 10 ul Taq buffer, 63

ul H2O destilada. 1 pl Taq polimerasa y finalmente, 70 pl de aceite mineral.

57



Con esta mezcla de reacción se realizaron 30 ciclos de replicación: 4 minutos a

94 °C, 1 minuto a 50 °C y 1 minuto a 72 °C. Luego se aisló el fragmento de DNA

amplificado.

3.5. AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS DE DNA

20 pg de cada plásmido se cortaron con las enzimas de restricción necesarias

para liberar el inserto completo.

Los productos de la reacción de restricción y marcadores de peso molecular del

rango de 1 Kb se sembraron en geles agarosa de bajo punto de fusión al 1 ó 1.2

% en buffer TBE con bromuro de etidio. Los productos de la reacción de PCR se

corrieron en geles de agarosa de bajo punto de fusión 1,2 % usando marcadores

de peso molecular en el rango de 123 bp. Las muestras fueron sembradas con el

agregado de buffer de siembra. La electroforesis se realizó a 80 mA hasta que el

azul de bromofenol migró 2/3 de la longitud total del gel.

Una vez obtenida Ia separación adecuada de las bandas correspondientes a los

fragmentos observándolas en transiluminador con luz UV, se cortaron del gel y se

pasaron a tubos eppendorf. Los fragmentos de gel conteniendo los fragmentos de

DNAfueron incubados durante 15 minutos a 65 °C para disolver la agarosa. Se

realizaron dos extracciones con fenol-cloroformo. Para la separación del ADN de

las proteínas (nucleasas, enzimas), se agregó 1 volúmen de fenol al tubo

eppendorf. se Io centrifugó, se adicionó luego un volúmen de

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1), nuevamente se lo centrigugó, para

finalmente agregar 1 volúmen de cloroformo/alcohol isoamílico (24:1). Para

obtener la separación de fases se centrifugó en cada caso durante 5 minutos a

12000 rpm. La fase superior fue removida y colocada en un nuevo tuvo eppendorf.

Luego de realizada la extracción se agregó 1/10 volúmenes de acetato de Sodio 3

M más 2.5 volúmenes de etanol absoluto. El tubo se colocó por 15 a 60 minutos a

-80°C. El pellet fue luego recuperado por una centrifugación por 20 minutos a
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12000 rpm. Se Io Iavó con etanol al 80 % mantenido a - 20°C, se lo dejó evaporar

y se lo disolvió finalmente en buffer TE autoclavado. La fase acuosa se precipitó

con 1/ 10 de volúmen de acetato de sodio 3 M pH 4 y 1 volúmen de ispropanol. Se

efectuaron dos lavados con etanol 80 % y el pellet resultante se secó en speedvac

y se resuspendió en agua.

Una dilución 1/500 fue cuantificada por densidad óptica a 260 nm. Una unidad de

densidad óptica corresponde a una concentración de 50 ug/ml de DNA.

4. MARCACION DE SONDAS

4.1. RANDON PRlMEFl EXTENSION

Fue utilizado el método de marcación "random oligonucleotide priming". Una

mezcla de hexanucleótidos se hibridiza con el ADNc a ser marcado. La cadena

complementaria es obtenida mediante el uso del fragmento Klenow de Ia

polimerasa que sintetiza DNAa partir de los primers agregados incorporando los

nucleótidos radioactivos en Ia secuencia. Los fragmentos se marcaron por

ramdom-primer extension utilizando un kit de Boehringer.

50 ng de DNAen 9 pl de agua se desnaturalizaron a 100 °C durante 10 minutos,

inmediatamente después los tubos conteniendo el DNA desnaturalizado se

colocaron en hielo para evitar la renaturalización. Se agregaron entonces: 2 pl de

la mezcla de reacción (hexanucleótidos disueltos en buffer-Klenow 10X) , 3 ul de

una solución de dNTP (0,5 M de dATP, dGTP y dTTP) y 5 pl de a-32P-dCTP (10

pCi/ml, BOOOCi/mol).La reacción se realizó por incubación de la mezcla por 60

minutos a 37°C con el previo agregado de 1 pl (2 U) del fragmento Klenow de la

polimerasa.

La sonda marcada se purificó por centrifugación a 1500 rpm por 5 minutos en

columnas de sephadex G 50 utilizando como eluyente buffer TES (10 mM Tris, 1

mM EDTA, 100 mM NaCl. pH 7.0). Se determinaron las cpm incorporadas en 1 ul
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de Ia primera fracción (el fragmento marcado) y 1 pl de la segunda

(oligonucleótidos) en contador beta. La actividad específica del ADN

complementario fue de 2 - 4 x 108 cpm/pg ADN.

4.2. TRANSCRIPCION IN VITRO

La sonda para lL-1B(Nishida, T. et al. 1987) fue marcada por transcripción in vitro

con nucleótidos radioactivos. Se usó como molde para la transcripción DNA

plasmÍdico conteniendo el cDNA de lL-1B clonado bajo el promotor viral T7 en Ia

orientación que da como resultado un transcripto antisentido cuando se transcribe

con la enzima T7 RNA polimerasa. El molde fue cortado por restricción en el sitio

Hind IIIque lineariza el plásmido el extremo del inserto opuesto al promotor T7, de

esta forma los transcriptos se sintetizan hasta llegar a ese sitio. 1 pg de molde se

incubó con buffer de transcripción, nucleótidos trifosfato, DTT, inhibidor de

FiNasas, T7 RNA polimerasa (10U/pg ADN) y 32P-UTPSO pCi de g-32P-UTP

(10pCi/ml, 3000Ci/mol). La reacción se realizó a 37 °C por 1 hora. Luego, se

separó la sonda marcada por centrifugación en columnas de Sephadex

igualmente a lo descripto para la separación de sondas marcadas por "random

primer extension" pero en este caso se usaron materiales y soluciones libres de

RNAsas. También se midió Ia incorporación de radioactividad a las dos primeras

fracciones de 100 pl eluÍdas de la columna. El marcado a través de la

transcripción ¡n vitro dio como resultado un ARN copia con una actividad

especifica de 2 - 5 x 107 cpm/pg ADN.

5. HIBRIDIZACION

Los filtros denitrocelulosa se prehibridizaron durante una hora con buffer de

hibridización (SSPE 5 X. formamida 50 °/o,dehardt 5 X y DNA de esperma de

salmón. 20 X SSPE: 3.6 M NaCI, 0.2 M buffer fosfato de sodio, 20 mM EDTA, 100 X



Denhardt's: 2 % Sero albúmina bovina (BSA), 2 % Ficoll 400, 2 %

Polivinilpirrolidona)a la temperatura de hibridización adecuada para cada sonda.

Mediante este procedimiento se bloquearon los sitios de unión inespecífica.

Luego se agregó el cDNA previamente desnaturalizado hirviéndolo por 10

minutos. o cRNA marcado (10000 cpm/ cm2 de superficie de nitrocelulosa) y se

hibridizó durante la noche.

Posteriormente los filtros se Iavaron 2 veces 15 minutos a temperatura ambiente

con 2 X SSC y 0.1 % SDS, 2 veces 15 minutos a 37 °C con 0.2 X SSC y 0.1 %

SDS y una vez 30 minutos a la temperatura de hibridización con 0.1 X SSC y SDS

0.1 °/o. Los filtros se secaron y se expusieron con placas intensificadoras en

cuarto oscuro a la película autorradiográfica. La exposición fue realizada a —80

°C hasta obtener una señal apreciable.

Los filtros luego de la exposición fueron lavados para eliminar las sondas

marcadas hibridizadas. Para lograr esto se incubaron 30 minutos en buffer de

lavado (5mM Tris-HCl pH 8, 2 mM EDTA, 0.1 % Denhardt). Luego de secar los

filtros se secaron y reexpusieron brevemente para confirmar la ausencia de

marca. Luego de este procedimiento los filtrosfueron reusados para hibridizar con

otras sondas. Una vez revelada la radiografía, se estimó el tamaño de las bandas

por comparación con el ARN ribosomal y se verificóde este modo que las bandas

de ARNm aparecido como señal en la radiografía fueran las correspondientes a

la sonda usada.

6. DENSITOMETRIA

Las placas autorradiográlicas resultantes de la hibridización de los Northern blots

fueron analizadas densitométricamente para cuantificar la acumulación de RNA

mensajero específico. El análisis se realizó en un densitómetro LKB ultroscan

(LKBInstruments |nc.. Uppsala, Suecia). Los datos resultantes de la hibridización

con lL-1ra, lL-1By el receptor de |L-1 tipo ll fueron normalizados con respecto a
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los datos resultantes de la hibridizacióncon actina humana y fueron expresados

como unidades densitométricas relativas.

7. MEDICION DE LAS PROTEINAS IL-1B E IL-1ra

Los cultivos de monocitos humanos periféricos también fueron utilizados para

medir la presencia de IL-1rae IL-lfi secretado en los sobrenadantes. Esto se llevó

a cabo ¡ncubando los cultivos aislados como se describió previamente en placas

de 96 pozos con fondo plano por 16 horas con los estímulos de acuerdo a cada

protocolo experimental. Al cabo de este tiempo, las placas de cultivo fueron

centrifugadas y se colectaron los sobrenadantes de cultivo. Los sobrenadantes

fueron conservados a —20°C hasta el momento de la medición. La determinación

de IL-1ra e IL-1Bse hizo mediante la técnica de ELISA utilizando kits comerciales

(R & D, Minneapolis EEUU) específicos para estas proteinas. Se usó en cada

medición una curva estandard construida con las proteínas recombinantes

provistas con los kits de medición. De acuerdo a las especificaciones de los

fabricantes. estos tests no presentan reacciones cruzadas entre estas u otras

citoquinas (IL-2. 3, 4, 5, 6, 7, 8, TNF, G-CSF, GM-CSF, LIF y TGF).

8. ESTADISTICA

Los resultados de las determinaciones de lL-1ra e lL-1f3por ELlSA realizadas por

cuadruplicado fueron procesadas mediante ANOVAde un factor en combinación

con el test de Scheffé.
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D. RESULTA DOS

1. CRH

1.1. EFECTOS DE CRH SOBRE LA EXPRESION DE |L-1 ra

Se estudiaron los efectos de CRH sobre la expresión de lL-1ra en cultivos de

monocitos humanos periféricos. Para ello las células fueron incubadas en

condiciones basales o con distintas dosis de LPS para estimularlas y CRH 100

nM. La hormona y el mitógeno fueron agregados al medio de cultivo

simultáneamente. Se midieron los niveles del RNA mensajero de IL-1ra por

Northern blot después de tres horas de estimulación dado que en experimentos

preliminares observamos que la expresión de este gen una hora después de Ia

estimulación es muy baja para observar efectos marcados de CRH. Se observó Ia

presencia de una única banda de 1.8 Kb correspondiente al mensajero de IL-1ra.

En primer lugar se verificó la estimulación dosis dependiente de la expresión de

lL-1ra por LPS. Se observó que CRH produce un efecto trifásico: en ausencia de

LPS, CRH aumenta Ia expresión de IL-1ra, con dosis bajas de LPS (1 ng/ml) no se

observan diferencias y con dosis altas de LPS (1 pg/ml), CRH inhibe fuertemente

Ia expresión del gen (Figura 4). La dosis de 1 ¡ig/ml de LPS si bien es alta dentro

del rango de dosis usadas en experimentos in vitro, equivale a los niveles de

endotoxinas encontrados en fluidos biológicos en patologías infecciosas. Estos

experimentos fueron repetidos con células de cuatro individuos diferentes para

verificar su reproducibilidad.

1.2. EFECTOS DE CRH SOBRE LA EXPRESION DE |L-1B.

En los mismos experimentos se estudió la expresión del gen |L-1B.Se detectó por

Northern blot la presencia de una única banda de 1.6 Kb correspondiente al



mFiNAde IL-1B.Se comprobó que CRH produce sobre la expresión de IL-1B el

mismo tipo de efecto trifásico observado en Ia expresión de IL-1ra. CRH tiene un

efecto estimulatorio sobre Ia expresión de lL-1 en ausencia de LPS. 1 ng/ml de

LPS aumenta la expresión de este gen pero no se registran cambios en

combinación con CFiH 100 nM. En cambio, CRH produce un efecto inhibitorio en

la expresión de lL-1ra estimulada por 1 pg/ml de LPS (Figura 4).
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Figura 4: Regulación de la expresión de los FlNAmensajeros de IL-1ra e lL-1B por CRH.

Monocitos humanos periféricos fueron incubados en condiciones basales o estimulados con 1

ng/ml o 1 ¡ig/ml LPS ; simultáneamente se agregó CRH 100 nM. Tres horas después de la

estimulación. se descartó el medio de cultivo y se aisló RNA total para su análisis por Nortehrn

blot (9 pg por cada calle). A, los filtros fueron hibridizados con una sonda de lL-1ra humano de

0.23 Kb marcada con 32P. Se detectó una banda única de 1.8 Kb correspondiente al RNA

mensajero de IL-1ra. El mismo filtrofue rehibridizado con una sonda de lL-1li humana de 0.7

Kb marcada con 32P. Todos los filtros fueron rehibridizados con una sonda de actina humana

de 1 Kb como control de carga. B y C. Análisis densitométrico de las autoradiograflas de A

realizadas mediante la estandarización de las unidades densitométricas relativas con la

intensidad de la señal de actina. Resultados similares se obtuvieron en cuatro casos diferentes.

1.3. EFECTOS DE CRH SOBRE LA PRODUCClON DE LA PROTEINA lL-1ra.

También se determinó la producción de la proteína de |L-1ra en los

sobrenadantes de cultivos de monocitos estimulados por 16 horas con diferentes

dosis de LPS en combinación con CRH (Figura 5). Estos resultados muestran una

completa correlación con los obtenidos por Northern blot. Es decir que se observa

un ligero pero significativo aumento en la expresion de lL-1ra inducido sólo por

CRH en ausencia de LPS. Con dosis bajas de LPS se estimula ligeramente la

producción de lL-1ra pero no hay diferencias significativas producidas por el

agregado de CRH 100 nM. En cambio, con dosis altas de LPS (1 ¡ug/ml),CRH 100

nM inhibe fuertemente la produccion de la proteína lL-1ra. Estos estudios fueron

repetidos en cuatro experimentos independientes para verificar su validez

estadistica.



12000—_

10000€

1

E .
3, l

" *

g 6000- * * É
T Z T T É

=’ 4000—_ Q É

2000-: x É
o; & É _ _

BASAL 1 ng/ml LPS lpg/ml LPS

I sinCRH

E 0.1nMCRH

[1 1nM CRH

100 nM CRH

Flgura 5: Regulación dela secreción de IL-1ra por CFlH.

Monocitos humanos periféricos fueron incubados en condiciones basales o estimulados con 1

ng/ml o 1 ¡ig/mlLPS ; simultáneamente se agregó CRH hasta una concentración de 0.1 nM. 1

nMo 100 nM. Después de 16 horas. se colectaron los sobrenadantes de cultivoy se determinó

la concentración de lL-1ra por ELISAcomo se detalla en la sección Materiales y Métodos. Los

resultados representan la media de cada condición realizada por cuadruplicado. ‘, p<0.01 y

p<0.001 con respecto a los valores basales o con LPS correspondientes. Resultados similares

fueron obtenidos con células de cuatro dadores diferentes.
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1.4. EFECTOS DEL BLOQUEO DE CRH CON EL ANTAGONISTA a-helical

CRH.

Para estudiar la especificidad de los efectos observados y la participación del

receptor de CRH, bloqueamos los efectos estimulatorios e inhibitorios de CRH

usando el antagonista competitivo específico a-helical CRH en el rango 0 - 50

¡ig/ml (Figura 6). El bloqueo de CRH por parte de su antagonista se produjo en

forma dosis dependiente tanto sobre la estimulación de Ia producción de lL-1ra

por parte de CFlH sola como sobre la inhibición producida por CFlH en

combinación con 1 ¡ig/ml de LPS (Figura 6). Se verificó la validez estadística del

bloqueo de los efctos de CRH (Figura 6).

1.5. EFECTOS DE CRH SOBRE LA PRODUCClON DE LA PROTEINA |L-1B.

También estudiamos los efectos de CRH y LPS sobre la secreción de lL-1f3en los

sobrenadantes de cultivo de monocitos humanos periféricos. Llevamos a cabo el

mismo tipo de experimento que realizamos para medir la liberación de IL-1ra. Se

¡ncubaron monocitos en cultivo con distintas dosis de LPS y el agregado de CHH.

En condiciones basales, CRH produjo un leve aumento en los niveles de

liberación de lL-1j3pero estas diferencias demostraron no ser estadísticamente

significativas. Sin embargo el aumento de la producción de |L-1ra por CRH se

repitió consistentemente en cuatro experimentos independientes. Con dosis bajas

de LPS (1 ng/ml) no se observaron cambios producidos por CRH 100 nM con

respecto al nivel estimulado con LPS. En presencia de dosis altas de LPS (1

¡ig/ml), Ia CRH produjo la inhibición de la liberación de lL-1j3(Figura 7).
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Figura 6: Fleversión de los efectos de CRH sobre la secreción de IL-1ra con u-helical CFtH.

Monocitos humanos periféricos tueron incubados en condiciones basales o estimulados con 1

¡ig/mlLPS ; simultáneamente se agregó CRH hasta una concentración de 100 nM y u-helical

CFlHen las concentraciones indicadas. Todos los reactivos fueron agregados simultáneamente

y los sobrenadantes fueron colectados a las 16 horas para la determinación de IL-1ra por

ELISAcomo se detalla en la sección Materiales y Métodos. Los resultados representan la media

de cada condición realizada por cuadruplicado. '. p<0.01 con respecto a los valores de los

cultivos tratados con CRH sin su antagonista. Resultados similares tueron obtenidos con células

de tres dadores diterentes.
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Figura 7: Secreción de IL-1Bpor monocitos incubados con CFlH.

Monocitos humanos periféricos lueron incubados en condiciones basales o estimulados con 1 ng/ml o

1 pg/ml LPS ; simultáneamente se agregó CRH hasta una concentración de 0.1 nM. 1 nM o 100 nM.

Después de 16 horas, se colectaron los sobrenadantes de cultivoy se determinó la concentración de

|L-1B por ELISAcomo se detalla en la sección Materiales y Métodos. Los resultados representan la

media de cada condición realizada por cuadruplicado. '. p<0.01 con respecto a los valores de 1 ¡ag/ml

LPS correspondientes. Resultados similares fueron obtenidos con células de cuatro dadores diferentes.
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1.6. EFECTOS DE LA VARIACION INTRACELULAR DE CAMP SOBRE LA

EXPRESION DE |L-1ra.

Dado que la CRH transduce su señal a través de un receptor de membrana

presente en los monocitos que desencadena un incremento intracelular de CAMP,

tratamos de imitar los efectos de CRH sobre la expresión del RNA mensajero de

IL-1ra con dibutiril CAMP(dbcAMP) y de revertirlos con toxina Pertussis (Figura 8).

Los resultados de estos experimentos indican que el CAMPexógeno (0.5 mM

dibutirilcAMP) estimula Ia expresión de IL-1ra cuando los monocitos se cultivaron

en condiciones basales al igual que lo hace CRH. Por otra parte, el cAMP inhibe

la expresión de IL-1ra estimulada por 1 ¡ig/ml de LPS imitando el efecto de CRH

(Figura 8). La toxina Pertussis 1 ug/ml revierte totalmente la estimulación de la

expresión de IL-1ra producida por CRH sola y revierte la inhibición producida por

CRH sobre la expresión de este gen estimulada por 1 pg/ml de LPS (Figura 8).

1.7. EFECTOS DE LA VARIACION INTRACELULAR DE CAMP SOBRE LA

EXPRESION DE IL-1B.

También estudiamos la participación del CAMPen los efectos de CRH sobre la

expresión del gen de IL-1B.Para ello cultivamos monocitos humanos periféricos

con CRH y dbcAMP para imitar los efectos de CRH, o bien LPS, CRH y toxina

Pertussis para inhibir el aumento intracelular de CAMPproducido por CRH. Se

observó el mismo patrón de regulación que en el caso del mensajero de IL-1ra. El

CAMPexógeno puede reproducir los efectos estimulatorios del agregado de CRH

en condiciones basales y la inhibición en presencia de 1 ¡ig/ml LPS. La toxina

Pertussis bloquea ambos efectos de CFlHsobre la expresión de IL-1B(Figura 9).
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Figura 8: Efectos de dibutiril AMP cíclico y toxina Pertussis sobre la expresión del RNA

mensajero de iL-1ra estimulada por LPS y CRH.

Monocitos humanos periféricos tueron estimulados con LPS 1 ¡ig/ml. CRH 100 nM, dibutiril AMP

cíclico (db-CAMP) 0.5 mM. o toxina Pertussis (Ptx) 1 ¡ng/ml.Después de tres horas. se aisló RNA

total para su análisis por Northern blot (10 pg en cada calle). A. los tiltros tueron hibridizados con

una sonda de lL-1ra humano de 0.23 Kb marcada con 32P. Todos los filtros tueron

rehibridizados con una sonda de actina humana de 1 Kb como controi de carga. B , análisis

densitométrico de la autoradiogratia de A realizada mediante la estandarización de las

unidades densitométricas relativas con Ia intensidad de Ia señal de actina. Resultados similares

se obtuvieron en tres casos diferentes.
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Figura 9: Efectos de dibutiril AMP clclico y toxina Pertussis sobre la expresión de del RNA

mensajero de lL-1B estimulada por LPS y CFtH.

Monocitos humanos periféricos lueron estimulados con LPS 1 ¡ng/ml,CRH 100 nM. dibutiril AMP

clclico (db-CAMP) 0.5 mM. o toxina Pertussis (Ptx) 1 pglml. Después de tres horas, se aisló RNA

total para su análisis por Northern blot (10 ug en cada calle). A. los filtros tueron hibridizados con

una sonda de lL-1fi humano de 0.7 Kb marcada con 32P. Todos los tiltros lueron

rehibridizados con una sonda de actina humana de 1 Kb como control de carga. B . análisis

densltométrico de la autoradiogratla de A realizada mediante la estandarización de las

unidades densitométricas relativas con la intensidad de la señal de actina. Resultados similares

se obtuvieron en tres casos diferentes.

2. ACTH

2.1. EFECTOS DE ACTH SOBRE LA PRODUCCION DE LA PROTEINA |L-1ra.

También estudiamos los efectos de ACTH sobre la liberación de |L-1ra al

sobrenadante de cultivo de monocitos humanos periféricos. Los cultivos fueron

incubados en condiciones basales o activados con ing/ml ó 1 pg/ml de LPS. Al

mismo tiempo de la estimulación con LPS, se agregó ACTH en concentraciones

0.1, 1 ó 10 nM. Se detectó la secreción de IL-1ra a las 16 horas de estimulación

por ELISA. En condiciones basales el agregado de ACTH no produjo efectos

significativos sobre la producción de lL-1ra. En cambio con LPS en dosis bajas o

altas ACTH produjo una marcada inhibición dosis dependiente de la producción

de esta proteina (Figura 10).
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Figura 10: Efectos de ACTHsobre la secreción de IL-1ra.

Monocitos humanos periféricos fueron incubados en condiciones basales o estimulados con 1 ng/mIo

1 ¡tg/ml LPS ; simultáneamente se agregó ACTH hasta una concentración de 0.1 "M, 1 ¡1Mo 10 “M.

Después de 16 horas. se colectaron los sobrenadantes de cultivoy se determinó la concentración de

IL-1ra por ELISAcomo se detalla en la sección Materiales y Métodos. Los resultados representan la

media de cada condición realizada por cuadruplicado. '. p<0.01 y p<0.001 con respecto a los

valores de LPS correspondientes. Resultados similares iueron obtenidos con células de cuatro

dadores diferentes.

2.2. EFECTOS DE ACTH SOBRE LA EXPRESION DE IL-1ra

Estudiamos los efectos de ACTH sobre la expresión del mensajero de |L-1ra en

monocitos humanos en cultivo. Los cultivos fueron incubados en condiciones

basales o estimulados con 1 ¡ig/mlde LPS. Simultáneamente se agregó ACTH 10
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nM. A las tres horas de estimulación se detectó el RNA mensajero de lL-1ra por

Northern blot. Se observó que en condiciones basaies el agregado de ACTH no

modifica la expresión de este gen. En cambio, cuando los monocitos fueron

estimulados con LPS, ACTH inhibió Ia acumulación de RNA mensajero de IL-1ra

(Figura 11). Resultados similares fueron obtenidos en tres experimentos

independientes.

2.3. EFECTOS DE ACTH SOBRE LA EXPRESION DE |L-1f5

Estudiamos también los efectos de ACTH sobre la expresión del gen de IL-1B a

nivel de acumulación de RNA mensajero en monocitos. Los cultivos de monocitos

humanos fueron estimulados con LPS 1 ¡ig/ml en combinación con ACTH 10 nM.

No se detectaron diferencias en la expresión de este gen en condiciones basales

o con el agregado de ACTH. Sin embargo, ACTH inhibió la expresión de lL-1B en

los monocitos estimulados con LPS (Figura 12).

77



— Actina

6­

51

4­

3­

IL-1ramRNA

Unidadesdensitometricasrelativas

1

1

2" \\‘El x
1 2 3 4

BASAL ACTH LPS LPS

1 ¡lg/ml 1 ¡ug/ml
+

ACTH

Figura 11: Regulación dela expresión del RNAmensajero de IL-1ra por ACTH.

Monocitos humanos periféricos fueron incubados en condiciones basales o estimulados con 1 ¡lg/ml

LPS ; simultáneamente se agregó ACTH10 uM.Tres horas después de la estimulación, se descartó

el medio de cultivo y se aisló RNAtotal para su análisis por Nortehrn blot (10 ug por cada calle).

A. los filtros fueron hibridizados con una sonda de IL-1ra humano de 0.23 Kb
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marcada con 32P. Los filtros fueron rehibridizados con una sonda de actina humana de 1 Kbcomo

control de carga. B, Análisis densitométrico de Ia autoradiogratia de A realizada mediante la

estandarización de las unidades densitométricas relativas con Ia intensidad de la señal de actina.

Resultados similares se obtuvieron en tres casos diferentes.
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Figura 12: Regulación de la expresión del RNA mensaiero de IL-1B por ACTH.

Monocitos humanos periléricos tueron incubados en condiciones basales o estimulados con 1

¡Lg/mlLPS ; simultáneamente se agregó ACTH 10 “M. Tres horas después de la estimulación.

se descartó el medio de cultivo y se aisló RNAtotal para su análisis por Nortehrn blot (10 ug por

cada calle). A. los filtros tueron hibridizados con una sonda de lL-1fi humano de 0.7 Kb

marcada con 32P. Los filtros fueron rehibridizados con una sonda de actina humana de 1 Kb

como control de carga. B. Análisis densitométrico de la autoradiogratia de A realizada mediante

la estandarización de las unidades densitométricas relativas con la intensidad de la señal de

actina. Resultados similares se obtuvieron en tres casos diferentes.

3. GLUCOCORTICOIDES

3.1. EFECTOS DE IL-1 Y GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA PRODUCCION DE

IL-1ra

Se estudiaron los mecanismos de acción de los glucocorticoides sobre Ia

expresión de lL-1ra en monocitos estimulados con LPS. Para ello se trataron

cultivos primarios de monocitos humanos periféricos con 100 U/ml |L-15

recombinante humana durante 16 horas para ver si esta citoquina puede inducir

la expresión de IL-1ra. Se observó que lL-1B es capaz de estimular

aproximadamente siete veces la secreción de lL-1ra (Figura 13). El efecto

estimulatorio de lL-1 fue inhibido significativamente con dexametasona 100 nM y

cortisol 100 nM (Figura 13).



8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

IL-1ra(pg/ml)

BASAL lL-1fi lL-1B IL-1B
+ +

DEX CORT

Figura 13: Efectos de los glucocorticoides sobre la secreción de II-1ra inducida por lL-1fl.

Monocitos humanos periféricos fueron estimulados con 100 U/ml lL-1B en combinación con

dexametasona (DEX) 100 nM o cortisol (CORT) 100 nM. Después de 16 horas. se colectaron los

sobrenadantes y se determinó la concentración de lL-1ra por ELISAcomo se detalla en la sección

Materiales y Métodos. Los resultados representan la media de los cuadruplicados de cada condición.

’. p<0.001. con respecto a los valores estimulados con |L-1fl. Resultados similares se obtuvieron con

células de cuatro dadores diferentes.

3.2. EFECTOS DE IL-1 Y GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA EXPRESION DE

IL-1ra

También se estudió el efecto de lL-1 sobre la acumulación de mRNA de |L-1ra.

Para esto se incubaron monocitos humanos periféricos con 100 U/ml de lL-1fspor

tres horas y se detectó la expresión de |L-1ra por Northern blot. Se observó que la

IL-1 estimula la acumulación del RNA mensajero de |L-1ra (Figura 14). También

se observó que dexametasona produce una inhibición dosis dependiente en el
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rango 10 - 100 nM sobre Ia expresión de este gen. En cambio los efectos

inhibitorios del glucocorticoide endógeno cortisol son menos marcados, sólo se

observó inhibición con la dosis de 100 nM. Para demostrar la especificidad de los

efectos inhibitorios de la dexametasona y Ia mediación del receptor de

glucocorticoides se revirtió el efecto inhibitoriode dexametasona 100 nM sobre la

expresión del RNA mensajero de IL-1ra usando el antagonista especifico del

receptor de glucocorticoides RU 38486 (Figura 14). Por Io tanto, se observa el

mismo patrón de regulación de IL-1 y glucocorticoides sobre la expresión de IL­

1ra a nivel de acumulación de RNA mensajero y secreción de proteína, aunque el

efecto del cortisol sobre Ia expresión del mFiNAde |L-1ra sólo se registra con Ia

dosis más alta.
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Figura 14: Efectos de los glucocorticoides sobre la expresión del FlNAmensajero de lL-1ra

inducido por lL-1fl.

Monocitos humanos periféricos fueron incubados con 100 Ulml IL-1fl en combinación con 10

nM o 100 nM dexametasona (DEX). 10 nM o 100 nM cortisol (CORT) y 1 ¡1MFlU 38486. Tres

horas después de la estimulación. se aisló RNA total para su análisis por Northern blot (10 mg

por calle). A, los filtros fueron hibridizados con una sonda de IL-1ra humano de 0.23 Kb

marcada con 32P. Todos los filtros fueron rehibridizados con una sonda de actina humana de 1

Kb como control de carga. B , análisis densitométrico de la autoradiografia de A realizada

mediante la estandarización de las unidades densitométricas relativas con la intensidad de la

señal de actina. Resultados similares se obtuvieron en cuatro casos diferentes.

3.3. PARTICIPACION DE LA IL-1 EN LA PRODUCCION DE LA PROTEINA |L-1ra

INDUCIDAPOR LPS Y EFECTOS DE LOS GLUCOCORTICOIDES

Dado que LPS estimula la expresión de lL-1 y de IL-1ra y a su vez lL-1 puede

estimular su propia expresión y la de IL-1ra, LPS podría activar la expresión de IL­

1ra en forma directa o mediada por un incremento de IL-1. Por lo tanto los efectos

inhibitorios de los glucocorticoides que observamos en Ia expresión de IL-1ra

podrian ser debidos a Ia ya conocida inhibición por glucocorticoides de IL-1. Para

estudiar este problema, bloqueamos los efectos de Ia lL-1p inducida por LPS para

observar los efectos directos de LPS sobre la producción de lL-1ra. Cultivos de

monocitos humanos periféricos fueron estimulados con 1 pg/ml de LPS y

paralelamente se bloquearon los efectos de lL-1Bcon 80 ó 200 ¡ig/ml de anti-lL­

1t3.Después de 16 horas se colectaron los sobrenadantes y se midió IL-1ra por

ELISA. Se observó que el aumento de la producción de IL-1ra producido por el

LPS es parcialmente pero significativamente inhibido por el anticuerpo

demostrando que existe un efecto de LPS no mediado por lL-1B(Figura 15). No se

observaron diferencias significativas entre las dos dosis de anticuerpo usadas. lo

cual sugiere que aún la dosis más baja bloquea completamente los efectos de
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IL-1f3.Cuando se trataron los monocitos con dexametasona en combinación con

el anticuerpo anti-|L-1 se inhibió completamente la producción de lL-1ra y no se

registraron diferencias significativas entre la inhibición producida por el

glucocorticoide solo o en combinación con el anticuerpo (Figura 15). EI cortisol

también inhibió Ia expresión de lL-1ra en igual medida solo o en combinación

con el anticuerpo (Figura 15). Este hecho sugiere que Ia acción inhibitoria de los

glucocorticoides podría tener lugar directamente sobre Ia expresión de |L-1ra.

É5000 ‘E

“¿EEEI É; s;e; Ée:
fi anti-|L-1B 80 ¡tg/ml

E anti-IL-1B 200 tng/ml

Flgura 15: Efectos del anticuerpo anti-IL-1ñ y los glucoconicoides sobre la secreción de |L-1ra

estimulada por LPS.

Monocitos humanos periféricos fueron estimulados con 1 ¡tg/mlLPS con la adición simultánea de

dexametasona (DEX)100 nM o cortisol (CORT) 100 nMen presencia de anticuerpo anti-lL-tn 80

¡tg/mlo 200 ¡tg/mlsegún se indica. Después de 16 horas. se colectaron los
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sobrenadantes y se determinó la concentración de |L-1ra por ELISA como se detalla en la

sección Materiales y Métodos. Los resultados representan la media de los cuadruplicados de

cada condición. ', p<0.001. con respecto a los valores estimulados con LPS; p<0.001 con

respecto a LPS y a LPS + anticuerpo; p<0.01 con respecto a LPS y a LPS + anticuerpo.

Las dilerencias entre los valores obtenidos con los glucocorticoides solos o en combinación con

ambas dosis de anticuerpo no son significativas. Resultados similares se obtuvieron con células

de cuatro dadores diferentes.

3.4. PARTICIPACION DE LA |L-1 EN LA EXPRESION DE |L-1ra INDUCIDO POR

LPS Y EFECTOS DE LOS GLUCOCORTICOlDES

Para estudiar los la participación de |L-1 en los efectos de LPS sobre la expresión

del RNA mensajero de lL-1ra se bloquearon los efctos de la lL-1 endógena

producida por los monocitos en respuesta al LPS usando IL-1ra recombinante

humano. Los cultivos de monocitos se estimularon con 1 ¡ig/ml LPS y

simultáneamente se agregaron rlL-1ra 50 ng/ml o dexametasona 100 nM. A las

tres horas de estimulación se estudió la expresión de lL-1ra por Northern blot. Se

observó que el LPS estimuló la expresión del RNA mensajero de |L-1ra y el rlL­

1ra inhibió parcialmente esta estimulación (Figura 16). La dexametasona produjo

una inhibición mayor sobre la expresión de este gen sola o en combinacion con

rlL-1ra (Figura 16).
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Figura 16: Etectos de IL—1rarecombinante y glucocorticoides en Ia expresión del RNA mensajero de

IL—1ra.

Monocitos humanos periféricos fueron estimulados con LPS 1_ug/mle ¡ncubados con 100 nM

dexametasona (DEX)en combinación con |L-1 ra recombinante (rIL-1ra) 50 ng/ml. Tres horas

después de la estimulación. se aisló RNAtotal para su análisis por Northern blot (10 pg por calle). A.

los filtros fueron hibridizados con una sonda de lL-1ra humano de 0.23 Kb marcada
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con 32P. Todos los filtros fueron rehibridizados con una sonda de actina humana de 1 Kb como

control de carga. B , análisis densitométrico de la autoradiogratla de A realizada mediante la

estandarización de las unidades densitométricas relativas con la intensidad de la señal de

actina. Resultados similares se obtuvieron con células de tres dadores diferentes.

3.5. EFECTOS DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA |NDUCC|ON

AUTOREGULATORIA DE |L-1

Ya que existe un loop autoregulatorio mediante el cual Ia lL-1 estimula su propia

síntesis (Dinarello, C.A. et al. 1987, Warner, S.J.C. et al. 1987), verificamos la

existencia de este loop a nivel de la acumulación de RNA mensajero de lL-1 y

estudiamos los efectos de los glucocorticoides en este circuito. Este loop

autorregulatorio ya había sido estudiado a nivel de la secreción de proteina por

otros autores (Dinarello, C.A. et al. 1987, Warner, S.J.C. et al. 1987). Estudiamos

la expresión del gen de lL-1B a nivel de acumulación de FlNA mensajero por

Northern blot de RNA total proveniente de monocitos humanos periféricos. Los

cultivos de monocitos fueron estimulados con IL-1Brecombinante humana 100

U/ml y se observaron los efectos de dexametasona y cortisol 10 ó 100 nM. A las

tres horas de estimulación se observó el aumento de la expresión de lL-1B

inducido por la IL-1Bexógena (Figura 17). Este efecto de IL-1 fue inhibido por

ambos glucocorticoides en forma dosis dependiente aunque los efectos de

cortisol son menos marcados (Figura 17).
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Figura 17: Efectos de lL-1fi y gluocorticoides sobre la expresión del RNAmensajero de IL-1B.

Monocitos humanos periféricos fueron incubados con 100 U/ml IL-1fi en combinación con 10 nM o

100 nM dexametasona (DEX)y 10 nM o 100 nM cortisol (CORT). Tres horas después de Ia

estimulación. se aisló RNAtotal para su análisis por Northern blot (10 pg por calle). A, los filtros

fueron hibridizados con una sonda de IL-1f3humano de 0.7 Kb marcada con 32P. Los
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filtros fueron rehibridizados con una sonda de actina humana de 1 Kb como control de carga. B.

análisis densitométrico de la autoradiografía de A realizada mediante la estandarización de las

unidades densitométricas relativas con la intensidad de la señal de actina. Resultados similares

se obtuvieron en cuatro casos diferentes.

Dado que el agregado de LPS produce el aumento de la liberación de |L-1,

intentamos observar los efectos del bloqueo de los efectos de la lL-1 endógena

estimulada por LPS sobre la autoinducción de lL-1. Estimulamos cultivos de

monocitos humanos periféricos con 1 pg/ml LPS y bloqueamos los efectos de IL-1

con 50 ng/ml rlL-1ra solo o en combinación con 100 nM dexametasona.

Observamos que la inducción de lL-1 por LPS es parcialmente inhibida por el

bloqueo de lL-1 con rlL-1ra. Una inhibición mayor de la expresión de lL-1 se

observó en presencia de dexametasona 100 nM y dexametasona 100 nM más 50

ng/ml rlL-1ra (Figura 18).
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Figura 18: Efectos de lL-1ra recombinante y los glucocorticoides sobre Ia expresión de IL-1fi

Monocitos humanos periféricos fueron estimulados con LPS 1ug/ml e incubados con 100 nM

dexametasona (DEX)en combinación con IL-1ra recombinante (rlL-1ra) 50 ng/ml. Tres horas

después de Ia estimulación. se aisló RNA total para su análisis por Northern blot (10 ug por calle). A.

los filtrosfueron hibridizados con una sonda de IL-1fi humano de 0.7 Kb marcada con 32P. Los filtros

fueron rehibridizados con una sonda de actina humana de 1 Kbcomo control de carga.

B, análisis densitométrico de la autoradiografía de A realizada mediante Ia
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estandarización de las unidades densitométricas relativas con la intensidad de la señal de

actina. Resultados similares se obtuvieron con células de tres dadores diferentes.

3.6. CINETICA DE LOS EFECTOS DE GLUCOCORTICOIDES SOBRE EL

SISTEMA DE IL-i

Otra estrategia para estudiar las vias de estimulación de LPS sobre el gen de |L­

1ra y los mecanismos de acción de los glucocorticoides fue estudiar la cinética de

los efectos inhibitorios de los glucocorticoides después de la estimulación con

LPS o |L-1. Dado que el pico de producción de lL-1 estimulado por LPS se

produce un par de horas antes que el de lL-1ra. decidimos estudiar los efectos de

la adición de dexametasona a distintos tiempos después de Ia estimulación con

LPS o IL-1 y medir la producción de IL-1 e |L-1ra con el objetivo de discriminar los

efectos inhibitorios producidos sobre uno u otro gen. Observamos las

correspondientes estimulaciones de ambos genes por LPS y de lL-1ra por lL-1f3y

estos efectos fueron inhibidos por dexametasona. Observamos que Ia inhibición

sobre ambos genes es menor a medida que el agregado de la dexametasona se

produjo a tiempos más largos después de la estimulación. La inhibición máxima

se produjo al agregar dexametasona simultáneamente o una hora después que el

LPS. Sin embargo, se observaron distintos patrones cinéticos de inhibición para

IL-1 e IL-1ra estimulados por LPS. Mientras la inhibición sobre lL-1 se mantiene

constante cuando el glucocorticoide es agregado dentro de las tres primeras

horas de estimulación, la inhibición sobre IL-1ra, estimulado tanto por LPS como

por IL-1, decae marcadamente sugiriendo la existencia de mecanismos de

regulación no mediados por la inhibición de |L-1 (Figura 19). Además, el patrón de

inhibición sobre lL-1ra estimulado por el agregado de lL-1Bexógena manifiesta el

mismo comportamiento que el IL-1ra estimulado por LPS (Figura 19).
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Figura 19: Cinética de la inhibiciónde los glucocorticoides sobre la secreción de lL-1ra e IL-1[i.

Monocitos humanos periféricos fueron estimulados con LPS 1 ¡tg/ml o lL-1B 100 U/ml según se

indica. Se agregó dexametasona hasta una concentración 100 nMa distintos tiempos después de la

estimulación (indicado en las abscisas). Todos los sobrenadantes fueron colectados a las 16 horas de

estimulación para la determinación de las concentraciones de IL-1ra e IL-1Bpor ELISAcomo se

detalla en la sección Materiales y Métodos. Los datos se expresan como porcentaje de inhibicióncon

respecto a los valores estimulados por LPS o IL-1fi sin la adición de dexametasona (IL-1ra inducido

por LPS = 8500 pg/ml, |L-1 ra inducido por lL-1fl = 5990 pg/ml, IL-1B inducido por LPS = 2560

pg/ml). Los resultados representan la media de cuadruplicados de cada condición con error standard.

Resultados similares se obtuvieron con células de tres dadores diferentes.

Con estos mismos datos, calculamos la proporción de lL-1/lL-1rapresente en los

sobrenadantes de cultivo y observamos su variación a distintos tiempos de

agregado de glucocorticoides. Dado que la inhibición a tiempos cortos es mayor

sobre la producción de |L-1ra que sobre la de lL-1, se verifica el aumento de la
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proporción |L-1/lL-1ra comparada con los niveles obtenidos en ausencia de

dexametasona. La relación IL-1/IL-1ra decae a medida que la adición de

dexametasona se produce a tiempos mayores después de la restimulación. Esto

muestra que los glucocorticoides desplazan el balance de |L-1 e lL-1ra y

favorecen a tiempos cortos los efectos de IL-1(Figura 20).

1.2 ­
a)
o.
_l

8 1.0 ­
(D
O
8
3 0.8 ­
É
‘cb’
G)

«¿s 0.6 ­

E
3 0.4 ­
:I'

s8

E
(D
cr

I I l I I 1
sin 0 1 2 3 12

dexamethasona

Tiempo de adición de dexametasona
después de la estimulación (horas)

Flgura 20: Relación IL-1B/IL-1ra en en la cinética de la inhibición por glucocorticoides.

Los mismos datos mostrados en la figura 19 fueron analizados calculando la relación IL-1¡mL-1ra

siguiendo la cinética de la inhibiciónde los glucocorticoides.
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3.7. EFECTOS DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA EXPRESION DEL

RECEPTOR DE |L-1 TIPO II.

Estudiamos también la expresión del receptor de |L-1 tipo II que es el tipo

expresado mayoritariamente por los monocitos. En las mismas condiciones en

que se observan los efectos inhibitoriosde los glucocorticoides sobre Ia expresión

de IL-1ra e |L-1 estimulados tanto por IL-1como por LPS. se verificó que |L-1 sola

o dexametasona sola no tienen efectos sobre Ia expresión basal del mensajero

del receptor de lL-1 tipo II. En cambio, la combinación de IL-1 y dexametasona

estimula la expresión de este receptor (Figura 21).
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Figura 21: Efectos de los glucocorticoides sobre la expresión del receptor de |L-1 tipo Il.

Monocitos humanos periféricos fueron estimulados con |L-1 100 U/ml e incubados con

dexametasona (DEX) 100 nM. Tres horas después de la estimulación. se aisló RNA total para

su análisis por Northern blot (20 ug por calle). A y C, los filtros fueron hibridizados con una sonda

para el receptor de |L-1 tipo II humano (IL-1B II) marcada con 32P. Los filtros fueron

rehibridizados con una sonda de actina humana de 1 Kb como control de carga. B y D, análisis

densitométrico de las autoradiogratias de A y C. respectivamente realizadas mediante Ia

estandarización de las unidades densitométricas relativas con la intensidad de la señal de

actina. Resultados similares se obtuvieron con células de cuatro dadores diferentes.
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E. DISCUSION

Está firmemente establecido el efecto inhibitorio que los glucocorticoides tienen

sobre el sistema inmune. En cambio, los efectos de las otras hormonas del eje

HPA, ACTH y CRH han sido menos estudiados.

En el caso de CRH se han reportado tanto efectos inhibitorios como

estimulatorios sobre diversos parámetros que miden el estado de activacion del

sistema inmune (Singh. V. et al. 1989, Hagan, P. et al. 1992, Chrousos, G.P. 1995.

Tsagarakis, S. et al 1995). Los datos de la presente tesis aportan datos que

permiten explicar algunas de las diferencias encontradas previamente en los

efectos de CFlHsobre la producción de citoquinas teniendo en cuenta los distintos

niveles de activación del sistema inmune. Hemos encontrado que la CRH puede

regular la expresión de lL-1ra e lL-1fi a nivel de Ia acumulación de RNA

mensajero. De acuerdo a nuestros resultados hay un efecto trifásico de CRH

sobre la expresión de FlNAmensajero de lL-1Be lL-1ra en monocitos humanos en

cultivo. Este efecto depende del estado de activación de los monocitos ya que en

condiciones basales CRH produce una estimulación en la expresión de IL-1ra e

lL-1j3,con baja estimulación por una pequeña dosis de LPS (1 ng/ml), no hay

efectos significativos y cuando la activación por LPS es alta el efecto de CRH es

inhibitoriosobre ambos genes.

En cuanto a las mediciones de IL-1ra en sobrenadantes de cultivo por ELISA, se

observó que la secreción de proteína sigue el mismo patrón que el RNA

mensajero.

La expresión de la proteína de lL-i también sigue el mismo patrón pero en estos

casos los efectos de CRH son de menor magnitud. Solamente es estadísticamente

significativa la inhibición de lL-1j3en presencia de altas concentraciones de LPS,

sin embargo,.la reproducibilidad y la consisitencia de los resultados obtenidos

sugieren que el patrón de regulación por CRH y LPS refleja los efectos

observados en la expresión del RNAmensajero correspondiente.
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La especificidad de los efectos de CRH fue confirmada al bloquearlos con el

antagonista específico a-helical CRH. Dado que este antagonista tiene un

mecanismo de acción competitivo actuando sobre el receptor de CRH, estos

resultados también favorecen Ia interpretación de que el efecto observado en

nuestros experimentos es mediado por el receptor de CRH.

Los efectos de CRH sobre la liberación de IL-1ra e lL-1 no siguen un patrón de

dosis respuesta. En estos casos la respuesta máxima parece alcanzarse con las

dosis más bajas de CRH usadas. Estos resultados se podrían explicar por la

presencia de pocos sitios de unión en los monocitos observados por otros autores

(Webster, E.L. et al. 1989, 1990) y la consecuente saturación con bajas dosis de

CRH.

Los resultados obtenidos pueden evaluarse en el marco de su significado

fisiológico tanto a nivel del organismo como a nivel molecular. Nuestros datos

sugieren que CRH podría jugar un papel en la modulación de la activación

monocitaria. El mecanismo de acción de CRH consistiría en mantener al monocito

en un estadio de activación intermedio actuando en forma estimuiatoria cuando el

monocito no está activado e inhibiéndo al sistema de IL-1 cuando la activación es

máxima.

Dado que la acción de CRH es la misma sobre lL-1 e lL-1ra que son moléculas

antagónicas, esto sugiere que el nivel de la respuesta del sistema de IL-1estaría

determinado por Ia CRH de acuerdo al nivel de activación general del sistema

inmune.

Este modelo de la acción fisiológica de CRH basado en la interpretación de

nuestros datos también está favorecida por el hecho de que los niveles de IL-1rae

lL-1, resultantes de los tratamientos de los monocitos con CRH, LPS o ambos

combinados, .se encuentran todos en un mismo rango acotado en un nivel

intermedio independientemente de la presencia o de la dosis de LPS usada. Por

lo tanto la CRH regularía el rango de acción del sistema de IL-1en los monocitos.
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La acción de la CFlHpodría tener lugar en el sistema porta hipotálamo hipofisario

donde la CRH liberada por el hipotálamo alcanza concentraciones altas

comparadas con los niveles plasmáticos normales de esta hormona. Los

monocitos al circular por el sistema porta y los órganos circumventriculares

altamente vascularizados podrían ser afectados por la CFlHantes de localizarse

en los sitios inflamatorios periféricos.

Dado que la hipófisis es un nexo entre el sistema neuroendócrino y el sistema

inmune, la regulación directa de los monocitos en la circulación portal podria ser

importante para regular el nivel de la activación monocitaria. Recientemente se ha

reportado que la CRH actúa sobre la pituitaria también aumentando la

sensibilidad a los efectos de lL-1 sobre la secreción hormonal (Payne, L.C. et al.

1994). Por lo tanto, la interacción a nivel de la hipófisis entre la CRH. lL-1 e IL-1ra

podria ser crucial para controlar las interacciones neuroinmunoendócrinas.

Otros sitios de acción podrían ser órganos con alta producción de CRH como por

ejemplo la placenta. Se ha observado que los niveles de CRH plasmáticos están

más elevados durante el tercer trimestre de embarazo (Sasaki, A. et al. 1984).

Se ha observado recientemente que CRH es producida localmente en sitios

periféricos de inflamacióny en estos casos Ia hormona actúa como mediadora del

proceso inflamatorio. La administración de anticuerpos neutralizantes de CRH

puede inhibir eficientemente el desarrollo del proceso de inflamación (Karalis, K.

et al. 1991, Crofford, L.J. et al. 1992). Esto demuestra que la CRH es un factor

importante en la cascada regulatoria que desencadena la inflamación. Además

también se ha detectado la producción local de CRH en tejido sinovial de

articulaciones con procesos inflamatorios de tipo artritico. La producción de CFlH

podria deberse a células inmmunes como los linfocitos T y B, los cuales son

capaces de sintetizar y liberar CRH frente a estímulos mitogénicos (Stephanou, A.

et al.1990, Ekman, R. et al. 1993, Kravchenko, I.V.et al. 1994). Otro sitio de origen

de la CFlH periférica encontrada en los sitios de inflamación podrían ser las

neuronas de los ganglios simpáticos y de las columnas interomediales de la



médula espinal capaces de sintetizar la hormona (Croffod, L.J. et al 1992,

Chrousos, G.P. 1995).

En nuestros experimentos descartamos la posibilidad de que los monocitos

produzcan CFiH y ésta afecte la expresión de los genes en estudio porque la

secreción de CRH sólo ha sido detectada hasta el momento en linfocitos T y B. Se

ha demostrado que los monocitos no producen CRH (Stephanou, A. et al.1990.

Ekman, R. et al. 1993, Kravchenko, I.V. et al. 1994), por lo tanto descartamos que

los efectos observados en nuestros tratamientos sean debidos a la producción

intrínseca de CFiHen nuestros cultivos.

La verificación de efectos opuestos de CRH sobre la regulación del sistema de

lL-1 según la presencia o ausencia de LPS indica que existe una estrecha

interregulacion entre las vias de transducción de señales de los receptores de

CRH y de LPS. La transducción de la señal de CRH a través de su receptor de

membrana involucra la interacción con la adenilato ciclasa a través de proteína G

y el consiguiente aumento de los niveles intracelulares de cAMP (Webster, EL. et

al. 1990). Esto ha sido demostrado en diversos tipos de células que responden a

CRH, entre ellos sinoviocitos de pacientes con artritis reumatoidea y timocitos de

ratón. También ha sido demostrado que el CAMPpuede aumentar la acumulación

de FiNAmensajero de lL-1f3en ciertas condiciones de cultivo (Hurme, M. et al.

1990). Existe una estimulación sinérgica entre cAMP y ésteres de forbol sobre el

gen de lL-1B.Por lo tanto el mecanismo de estimulación de CRH sobre el gen de

lL-1t3en condiciones basales podría ser el aumento intracelular de cAMP. Sin

embargo, en presencia de LPS el CAMPproduce efectos dispares sobre la

expresión de lL-1 en distintos tipos celulares (Hurme, M. et al. 1990, Ohmori, Y. et

al. 1990, Tennenbaum, C.S. et al. 1989). Estas diferencias se podrían explicar por

una interacción entre las vias de transducción de señales del LPS con el cAMP

que podrian depender a su vez de otras variables como por ejemplo el tiempo de

acción de cada estimulo y el grado de diferenciación celular.
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De nuestros resultados se deduce también que el CAMPestá involucrado en la

regulación de la expresión del gen de lL-1ra. En este caso también podrían tener

lugar interacciones de croostalk entre distintos mecanismos de señalización. Este

crosstalk intacelular podria explicar las diferencias exisentes entre distintos

estados de activación de los monocitos. En los sitios de inflamación la respuesta

del sistema de IL-1 monocitario variaria de acuerdo a la composición hormonal

del microambiente y de acuerdo a la presencia o no de endotoxinas dando lugar a

respuestas diferentes según el origen de la inflamación. Dado que esta respuesta

puede ser estimulatiria o inhibitoria, Ia CRH estaría involucrada en el control

según el cual el monocito inicia o mantiene la respuesta inflamatoria.

Hemos demostrado que la ACTH inhibe la expresión de IL-1ra y de IL-1fl

estimulada por LPS. Sin embargo, no se registraron efectos estimulatorios de

ACTH sobre este sistema lo cual sugiere que la función fisiológica de esta

hormona seria inhibir al monocito activado. Los efectos inhibitorios de ACTH

sobre el sistema de lL-1estan de acuerdo con el papel inmunosupresor que se le

adjudica ya que todos los efectos de ACTHsobre el sistema inmune reportados

hasta el momento, a diferencia de los de CFlH, son solamente inhibitorios (Bost,

K.L. et al. 1990, Johnson, HM. et al. 1984, 1982). Dada Ia importancia de la

hipófisis en la coordinación de las interacciones neuroinmunoendócrinas. estos

efectos de ACTH sobre los monocitos podrian formar parte de los circuitos

regulatorios que involucran a esta glándula. Además de la hipófisis, se ha

propuesto que otro sitio de sintesis de ACTH serían las células del sistema

inmune pero los datos que afirman esta hipótesis son controvertidos y no han sido

confirmados por otros autores (Smith, EM. et al. 1986). Por lo tanto los efectos

observados sobre las células del sistema inmune serian debidos a la liberación

de ACTH en la hipófisis.

La ACTHtransduce su señal en las células de la glándula adrenal mediante un

aumento intracelular de cAMP y es probable que por el mismo mecanismo sean
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reguladas las respuestas en los monocitos (Clarke. B.L. et al. 1989, Johnson, EW.

1988, Smith, E.M. et al. 1987). Sin embargo, según nuestros resultados. Ia

interacción de esta vía de transducción de señales no interaccionarla con la de

LPS de la misma forma que Io hace cuando el estimulo es CRH.

Evidencias previas indican que el LPS es un potente estimulador tanto de lL-1

como de lL-1ra (Dinarello, C.A. 1992) y por otra parte, IL-i es capaz de inducir su

propia síntesis (Dinarello, C.A. et al. 1987, Warner, S.J.C. et al. 1987). Por Io tanto,

planteamos la hipótesis de que la lL-1 podría inducir la sintesis de lL-1ra al igual

que lo hace sobre su propio gen y de esta manera mediar la estimulación por

LPS. En este trabajo demostramos que la IL-1es capaz de estimular en monocitos

humanos periféricos la acumulación de RNA mensajero y la liberación de proteína

de IL-1ra. Nuestro grupo previamente describió los efectos ¡nhibitorios de los

glucocorticoides sobre la expresión de IL-1ra (Arzt, E. et al. 1994) y por Io tanto

planteamos como objetivo profundizar en el conocimiento de los mecanismos de

acción de los glucocorticoides sobre este sistema. Continuando con estos

estudios sobre la acción de los glucocorticoides sobre la expresión de lL-1ra en

monocitos hemos comprobado que los glucocorticoides inhiben la expresión tanto

de IL-1ra como de IL-i estimulada por IL-1y estos efectos tienen lugar sobre la

acumulación de RNA mensajero además de Ia liberación de proteína. El hecho de

que el patrón de expresión de RNA mensajero coincide con el patrón de

secreción de proteína sugiere que el punto principal de regulación podría ser la

acumulación de mFlNA.La reversión de los efectos de dexametasona sobre la

estimulación de IL-1rapor lL-1con el antagonista RU 38486 demuestra que estos

efectos son específicos y mediados por el receptor de glucocorticoides. La acción

de los glucocorticoides es de gran importancia para la regulación de la respuesta

de los monocitos frente a una estimulación por endotoxinas bacterianas dado que

estas hormonas que se inducen durante una infección estarían regulando por un

lado el feedback de lL-1 sobre su propio gen y por otro lado los efectos de lL-1
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sobre su receptor a través de la regulación de la expresión de IL-1ra. Esta

regulación, por lo tanto, es crucial para controlar el estado de activación del

monocito que expresa tanto lL-1ra como IL-1 y su receptor. Pero también es

importante para controlar los efectos de lL-1 sobre otros tipos celulares que

expresan el receptor de lL-1 mediante la acción del lL-1ra.

Dado que LPS estimula la producción en los monocitos de |L-1, la estimulación de

lL-1ra por LPS podría ser directa o estar mediada por lL-1. Asi también, Ia

inhibición de |L-1ra estimulado por LPS por los glucocorticoides podria reflejar la

inhibición del mediador |L-1. Para estudiar estas alternativas, estudiamos los

efectos del bloqueo de IL-1con anticuerpos específicos o con |L-1ra recombinante

durante la estimulación con LPS y Ia cinética de la inhibición de lL-1 e lL-1ra por

glucocorticoides.

Usando anticuerpos anti-IL-1Bhemos demostrado que existe una contribución

significativa de IL-1Ben la estimulación de Ia liberación de lL-1ra por LPS. Sin

embargo, dado que el bloqueo de lL-1Bno inhibe completamente los efectos de

LPS, también debe existir una vía de estimulación de |L-1ra independiente de

IL-1. La via de estimulación independiente de |L-1 podría estar mediada por otras

citoquinas producidas por el monocito estimulado con LPS como |L-6 o TNF-a. Sin

embargo, en esta tesis nos hemos referido a esta última via como directa en el

sentido que no es mediada por componentes del sistema de lL-1. En este caso, el

agregado de glucocorticoides junto con el anticuerpo bloquea completamente la

producción de IL-ira pero dado que no se observan diferencias significativas

entre los efectos de los glucocorticoides solos o en combinación con el

anticuerpo, es posible pensar que los efectos de los glucocorticoides tienen lugar

directamente sobre el gen de lL-1ra o bien que estos inhiban ambas vías de

estimulación.

Bloqueando los efectos de |L-1 con lL-1ra recombinante fue posible investigar la

expresión de los RNA mensajeros de lL-1ra e lL-1. En ambos casos se demostró

que IL-1 participa en la estimulación de estos genes por LPS, es decir que tanto
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|L-1ra como IL-1(en un loop autoregulatorio) son inducidos en parte por lL-1

durante Ia estimulación con LPS.

Durante la estimulación de los monocitos por LPS, se estimula en primer lugar la

expresión de IL-1, la cual hace un pico una hora después del aregado de LPS

(Arzt, E. et al. 1994, Granowitz, E.V. 1991, Ulich, T.R. et al. 1992). Dos horas

después del pico de expresión del mensajero de lL-1 se produce el pico de

expresión de lL-1ra (Arzt, E. et al. 1994, Granowitz, E.V. 1991, Ulich, T.Fl. et al.

1992). Este hecho nos llevó a pensar que seria posible discriminar entre los

efectos de los glucocorticoidessobre ambos genes agregando dexametasona a

distintos tiempos después de Ia estimulación. Estos estudios cinéticos aportan

más evidencias sobre la existencia de dos vias estimulatorias de IL-1ra.

Encontramos que durante las primeras horas, mientras Ia inhibición sobre IL-1

permanece constante, la inhibición sobre lL-1ra decae marcadamente. Los

patrones cinéticos obtenidos sugieren que hay un mecanismo directo de

estimulación de lL-1ra por LPS y es inhibido por glucocorticoides además del

mecanismo mediado por IL-1 que también es inhibido por glucocorticoides. La

diferencia en los patrones cinéticos de la inhibición de ambos genes hace

improbable que la inhibición de IL-1ra refleje solamente la inhibición de |L-1 y en

cambio sugiere que el efecto de los glucocoticoides es directo sobre el gen de IL­

1ra. El hecho de que los niveles de inhibición de lL-1 permanecen constantes

mientras varían los de lL-1ra no son coherentes con la idea de que los

glucocorticoides actúan sólo sobre el gen de IL-1. Sin embargo, este hecho es

compatible con Ia interpretación de que los glucocorticoides actúan sobre el gen

de lL-1radirectamente. De todas formas. en base a estos resultados no se puede

excluir la participación de otros factores inducibles por LPS que también podrían

ser inhibidos por los glucocorticoides.

Dado que e|,mismo monocito que expresa lL-1 e lL-1ra también expresa

receptores para IL-1 plantearnos como objetivo estudiar la acción de los

glucocorticoides sobre los receptores. Para esto, detectamos la expresión del
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receptor de IL-1 tipo Il que es la forma mayoritaria presente en monocitos

(McMahan, C.J. et al. 1991). El receptor de lL-1 tipo I es expresado por estas

células en cantidades indetectables aunque algunos autores observaron efectos

de lL-1 mediados por este receptor (Granowitz, E.V. et al. 1992, Heguy, A. et al.

1993). Hemos observado que en las mismas condiciones en que los

glucocorticoides inhiben la expresión del sistema de lL-1 estimulan la expresión

del receptor de IL-1 tipo ll. Sin embargo, lL-1 sola o los glucocorticoides solos no

tienen efectos sobre la expresión de este gen. Estos resultados están de acuerdo

con datos publicados previamente por otros autores que observaron aumentos en

la unión de lL-1 producidos por glucocorticoides en otras células inmunes como

linfocitos B o en líneas celulares monocitarias (Akahoshi, T. et al. 1984, Spriggs,

MK. et al. 1990). También ha sido descripto el efecto estimulador de los

glucocorticoides sobre la expresión del mFlNA de este receptor en células

polimorfonucleares (Fle. F. et al. 1994).

Algunos autores observan efectos de IL-1 mediados por el receptor de lL-1 tipo II

pero otros postulan que este receptor no puede transducir señales (Granowitz.

E.V. et al. 1992, Sims, J.E. et al. 1993). El receptor de tipo lI no tine un dominio

intracelular apreciable y anticuerpos contra este receptor no bloquean efectos de

IL-1como sí Io hacen los anticuerpos contra el receptor de tipo l (Sims, J.E. et al.

1993). Estos resultados llevarían a la interpretación de que este tipo de receptor

actuaría inhibiendo los efectos de lL-1 uniendo la lL-1.

Si el receptor de IL-1tipo I| puede transducir señales en monocitos según lo han

observado algunos autores (Granowitz, E.V. et al. 1992), el efecto de los

glucocorticoides seria estimulatorio sobre la respuesta a lL-1 porque inhiben |L­

1ra y estimulan el receptor de lL-1. En el caso contrario si la acción del receptor de

lL-1 tipo ll fuera inhibitoria, los glucocorticoides regularlan los efectos de lL-1

controlando el balance entre dos antagonistas de los efectos de |L-1, inhibiendo

uno de los antagonistas, el lL-1ra y estimulando el otro, el receptor de lL-1 tipo Il.

Por otra parte, dado que los glucocorticoides aumentan la relación |L-1/lL-1ra el
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conjunto de estos datos podria interpretarse según un modelo en el cual los

glucocorticoides incrementan Ia capacidad de respuesta a |L-1 en el monocito.

Los genes de IL-1 e lL-1ra proveen un modelo interesante para estudios de la

regulación génica dado que ambos genes parecen derivar de un ancestro común

(Eisenberg, S.P. et al. 1991), son expresados por una misma célula (Andersson, J.

et al. 1992) pero responden en forma similar o distinta a diferentes estímulos. Se

han descripto tres clases de regulación del sistema de |L-1: factores que estimulan

uno y no afectan al otro como por ejemplo lgG y GM-CSF que estimulan lL-1ra

(Poutsiaka, DD. et al. 1991, Arend, W.P. et al. 1991), factores que inhiben |L-1 y

estimulan al |L-1ra como TGF-fi e lL-4 (Turner, M. et al. 1991, Fenton. M.J. et al.

1992, Wong, H.L., et al. 1993, Wahl, SM. et al. 1993) y factores que estimulan o

inhiben a ambos genes cono LPS o glucocorticoides (Poutsiaka et al, 1991; Arend

et al, 1991, Arzt, E. et al. 1994). Eso indica que estos genes deben compartir

algunas secuencias regulatorias y factores moduladores de la transcripción pero

también deben ser afectados de forma diferente por otros. En el caso de los

efectos de los glucocorticoides existe un fenómeno interesante: la inhibición del

gen de |L-1ra es mediada parcialmente por el receptor de mineralocorticoides

(Sauer, J. et al. 1995).

Los glucocorticoides regulan la capacidad de respuesta del monocito a lL-1

mediante varios mecanismos: la inhibición de lL-1ra inducida directamente por

LPS o mediada por IL-1, Ia estimulación de Ia expresión del receptor de IL-1 tipo ll

y el cambio de la relación IL-1/lL-1ra.De esta forma los glucocorticoides protegen

al organismo de las consecuencias nocivas de la sobreproducción de IL-1 pero al

mismo tiempo conservan la capacidad de respuesta del monocito a la IL-1 de

acuerdo a los requerimientos del desarrollo del proceso inflamatorio. Estos

mecanismos que actúan después de la estimulación con endotoxinas regulan

finamente la sensibilidad de los monocitos al feedback estimulatorio de lL-1 que

contribuye a determinar el tipo y cantidad de respuesta inflamatoria.
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efectos pleiotrópicos
de |L-1

MONOCITO

Figura 22: Esquema de las interacciones regulatorias entre LPS. glucocorticoides y el sistema de
lL-1 a nivel del monocito.

El conocimiento del funcionamiento del sistema de lL-1 además de permitir la

comprensión del papel que juega en el mantenimiento de la homeostasis.

también nos permite sentar las bases para su manipulación farmacológica. Las

propiedades exclusivamente antagonistas de IL-1ra hacen que sea posible

utilizarloen su forma recombinante para bloquear los efectos inflamatorios de IL-1

sin desencadenar efectos secundarios. Ha sido demostrado que la aplicación de

IL-1ra recombinante durante periodos cortos no resulta inmunosupresora. La

administración de dos dosis diarias de IL-1rano afecta Ia respuesta de las células

T citotóxicas ni la producción de anticuerpos (Faherty. D.A. et al. 1992). En

modelos experimentales de sepsis, el tratamiento con |L-1 ra reduce la mortalidad

(Ohlson, K.O. et al. 1990, Fischer, E. et al. 1992). La eficacia del tratamiento de la

sepsis con glucocorticoides es dudosa y su uso no obedece a criterios precisos.

Dado el complejo patrón temporal de eventos que ocurren durante una infección

aguda y la interacción entre estas moléculas (por ejemplo, la inhibición de IL-1ra
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por glucocorticoides), el efecto de cualquier terapia antiinflamatoria puede

depender del tiempo de su aplicación. El monitoreo de los niveles endógenos de

IL-1ra y glucocorticoides durante la endotoxemia puede proveer Ia bases de los

criterios para su aplicación separada o combinada, en las dosis adecuadas y el

tiempo del tratamiento durante este proceso patológico. Nuestros datos también

contribuyen a la comprensión del funcionamiento del sistema de lL-1 en diversas

situaciones patológicas en las cuales los niveles de hormonas del eje HPA se

encuentran alterados. En la medida en que estas patologías producen

alteraciones en el funcionamiento del sistema inmune mediadas por un

desbalance del sistema de IL-1, sería posible corregir estas alteraciones

desplazando farmacológicamente el balance de este sistema.

Tomados en conjunto, los resultados de los experimentos de CRH, ACTH y

glucocorticoides indicarlan que las hormonas del eje HPA tienen efectos

inhibitoriossobre el sistema |L-1/ |L-1ra fundamentalmente cuando los monocitos

se encuentran activados con LPS. Estosiresultados pueden interpretarse segun el
modelo en el cual una infección bacteriana activa a los monocitos mediante

endotoxinas y estos liberan interleuquinas que activan al sistema inmune pero

tambien estimulan la liberación de las hormonas del eje HPA, CRH, ACTH y

glucocorticoides. Estas hormonas en conjunto inhibirlan la activación del sistema

inmune volviéndolo a su estado basal y evitando de esta forma los efectos

perjudiciales de su sobreestimulación. Por otra parte. en condiciones basales, las

hormonas del eje HPA contribuirlan a la homeostasis del sistema inmune

modulando Ia producción de interleuquinas y sus antagonistas.
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F. CONCLUSIONES

1. La CRH regula el sistema de lL-1 en forma estimulatoria en monocitos no

activados, sin acción con dosis bajas de LPS, y en forma inhibitoria en monocitos

activados por dosis altas de LPS. Los efectos de CRH sobre este sistema se

observaron a nivel de acumulación de RNAmensajero y de secreción de proteína.

Como resultado, la CRH cumpliría con el rol de mantener al monocito en un

estadio intermedio de activación.

2. Los efectos de CRH sobre la expresión de lL-1ra e lL-1B en monocitos son

mediados por el receptor de CRH a través de CAMP.

3. La ACTH inhibe la expresión del sistema de IL-1 en monocitos activados por

LPS.

4. La lL-1i3 induce la producción de |L-1ra a nivel de acumulación de FiNA

mensajero y secreción de protelna. Los glucocorticoides inhiben esta inducción.

5. La estimulación de los monocitos con LPS activa la producción de IL-1, la cual

a su vez induce su propia síntesis a nivel de acumulación de RNAmensajero.

6. El LPS induce la expresión de IL-1ra por dos vías: una vÍa directa y otra

mediada por |L-1B y otra vía independiente de IL-1B que podrla ser directa o

mediada por otras citoquinas.
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7. Los glucocorticoides actúan sobre el sistema de IL-1en diversos puntos:

— inhiben Ia producción de |L-1B estimulada por LPS y su feedback

autoregulatorio.

—inhiben la producción de lL-1ra estimulada por lL-1fi.

—inhiben la producción de IL-1ra estimulada directamente por LPS.

—aumentan la relación IL-1|3/lL-1ra.

Estos resultados sugieren que los glucocorticoides pueden actuar en forma

directa sobre sobre Ia expresión de IL-1ra.

8. Los glucocorticoides en combinación con lL-1B estimulan la expresión del

receptor de IL-1 tipo Il.

9. El conjunto de los efectos observados de los glucocorticoides sobre el sistema

de IL-1 sugieren que estos pueden inhibir los efectos pleiotrópicos de IL-1 sobre

otras células. Simultáneamente, a nivel del monocito, los glucocorticoides

modulan el balance entre dos antagonistas de lL-1: IL-1ra y el receptor de |L-1

tipo II. La modulación de este balance y el desplazamiento de la relación IL-1|S/lL—

1ra contribuiría a mantener la sensibilidad del monocito frente a la estimulación de

|L-1.
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que modulan Ia actividad de ambos sistemas. Todas estas características de las

interacciones entre ambos sistemas pueden encontrarse afectadas en asociación

con diversas patologías y por lo tanto constituyen puntos interesantes para

encarar |a investigación de nuevas terapias y comprender mejor los mecanismos

de acción de las ya conocidas.
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