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RESUMEN

El interferon gamma (IFNg es una citocina de tipo Th1. El estudio del sistema del IFNgy su receptor es esencial para
el empleo terapéutico mds eficaz de esta molécula. Se identificaron diferentes formas moleculares del IFNGR1entre
84 y 13 kDaq, y el receptor soluble (60 a 67 kDa) como consecuencia de procesamientos proteoliticos , con capacidad
de unir al IFNg Se describe una nueva forma de interaccién entre los receptores para IFNa e IFNg, dependiente de
la presencia de IFNa. El IFNGR1 soluble en el plasma de pacientes con artritis reumatoide (AR) es superior al de los
controles. El IFNg modula de manera negativa el CCR-4, un receptor de quimiocina elevado de manera significativa
en pacientes con artritis reumatoide juvenil (ARJ). Se desarrollé un antagonista anti-IL-2-IFNg recombinante, que
inhibe las acciones biolégicas de IL-2 e IFNg, y convierte esta proteina en un antagonista de tipo Th1 (AnTh1), con un
gran potencial para el tratamiento de enfermedades autoinmunes.

Introduccién

El sistemadel interferén (IFN) es uno de los meca-
nismos de defensa del organismo que participa en
las respuestas inmunes innata y adaptativa. Al
enfrentar unainfeccion por algin microorganismo,
el sistema del IFN se estimula y responde para
controlar |a propagacion de esta. En dependenciade
las caracteristicas de lainvasion y del individuo, la
respuesta del sistemadel IFN puede ser protectora
o dafina.

Lafuncién inmunomoduladoradel IFNgesclave
paralaregulacién de la presentacion antigénica, la
diferenciacion acélulas Thl o Th2 y laregulacién
de lamigracion celular alos sitios de inflamacién.
Juntoa IFNg, lalL-2 también participaen laregulacion
del sistema inmune, y de forma independiente
interviene de manera crucial en la activacion, el
crecimiento y la diferenciacion de linfocitos T y B,
ademas de que ocurrela activacion de células asesinas
naturales (NK) y de células asesinas activadas por
linfocinas (LAK) [1, 2] .

Paraejercer su accion, el IFNginteraccionacon el
IFNGR1 dispuesto en la superficie de casi todos
los tipos celulares. Este dltimo garantiza la
€jecucion de las actividades bioldgicas y participa
en su regulacion. La propiedad de los receptores
solubles de unir asusligandos ha promovido el uso
de estas proteinas en laterapia de enfermedades, en
las cuales sus ligandos tienen una participacion
patogénica.

De acuerdo con sus funciones bioldgicas, se pue-
den esperar efectos terapéuticos del IFNgen el trata-
miento del asma, de enfermedadesinfecciosasy otras.
Sin embargo, €l IFNgy lalL-2 actian como factores
patogénicos en varias enfermedades. Un grupo deen-
fermedades autoinmunestienen como base unaaccion
inadecuada del IFNgy delalL-2. Entre estas esta el
lupus eritematoso sistémico (LES), lamiasteniagravis
(MG), la esclerosis multiple recurrente remitente
(EMRR), ladiabetes miellitus detipo | y laAR.
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Por todo ello es muy importante desarrollar el
estudio del sistema compuesto por el IFNgy el
IFNGR1, asi como las posibl es acciones terapéuticas
y/o patogénicas de esta citocina, ademas de que se
deben encontrar vias para neutralizar su acciony la
de otras citocinas relacionadas con aquell os estados
patol 6gicos en que estas jueguen un papel importante.

Materiales y métodos

Para este estudio se emplearon técnicas clésicas de
inmunoquimica (cromatografias de inmunoafinidad,
afinidad por el ligando, marcaje de proteinas con yodo
radiactivo, dot blot, western-blot) paralapurificacion
delosreceptoresde |FN, suidentificaciény caracte-
rizacion. Paralaevaluacién de laexpresion de genes
se empled lametodologia de laamplificacion génica,
combinando la reaccion de reverso transcripcion,
seguidadelareaccion en cadenadelapolimerasa. La
cuantificacion de citocinas en suero se realiz6 por
ELISA comerciales. Se utilizaron técnicas de biologia
molecular parael clonaje delascadenasdel fragmento
delL-2y delaregion extracelular del IFNGR1, asi
como ensayos biol 6gicos paraevaluar laactividad de
IL-2 utilizando lalinea murina dependiente de IL-2
CTLL-2, laactividad antiproliferativadel IFNgenla
lineaHep-2 (carcinomade laringe) y delainhibicion
delaexpresion deHLA-DR por el AnThlenlalinea
celular Colo 205.

Resultados y discusién

Aislamiento, identificacién y caracterizacién
del IFNGR1 (membrana y soluble)

EnlafiguralA se muestralacromatografiade compe-
tencia con el IFNGR1 marcado con yodo 125 que se
pasa a través de una matriz que tiene acoplada de
forma covalente al IFNg. La cromatografia se realizd
en presencia (1) o ausencia(2) de un exceso de IFNg,
el cua compite, durante la cromatografia, por el
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Figura 1. Cromatografia de competencia (A), Dot blot (B) y electroforesis y western-blot del IFNGR1 soluble aislado del suero (C).

IFNGR1 marcado en su unién por el IFNgacoplado
ala matriz, desplazando las bandas de 27, 17 y 13
kDa. Enlafigura 1B se muestraun dot-blot en el que
identifican al receptor soluble de IFNgde diferentes
fuentes. Este se une al IFNg marcado con **I en
ausencia(1) y no en presencia(2) de [ FNgno marcado,
en exceso. Enlafigura 1C se muestralaidentificacion
por western-blot en condiciones no reductoras (1) y
el patrén electroforético (tincion con azul de
Comassie) del IFNGR1 soluble purificado por
afinidad por el ligando en condiciones no reductoras
(2) y reductoras (3) [3, 4].

Entrecruzamiento entre las cadenas de unién
de los IFNa e IFNg
En laFigura2 se puede identificar que las proteinas

p100y p70, que previamente habian sido purificadas
por su capacidad de unirse a IFNa2b (A), en una

segunda cromatografiay después de ser marcadas con
], pueden ser reconocidas por € AcMAG que compite
con el IFNgpor su union a IFNGR1 (AcMAB), pero
solosi €l IFNa estapresente durante lacromatografia.
Esto indica que las proteinas purificadas en suporte
con IFNa, contienen elementos del IFNGRL1, y que
estos dos tipos de componentes se asocian.

Niveles elevados de IFNGR1 soluble en
pacientes con artritis reumatoide

El estudio se realizé con pacientes con AR e indivi-
duos aparentemente sanos (control) cubanosy sui-
zos. Los niveles de receptor soluble para|FNg se mi-
dieron en el plasma de 19 pacientes con AR y de 24
controles. Las evaluaciones se realizaron con
preparaciones de IFNGR1 soluble obtenidas del plas-
ma. Las concentraciones de receptor soluble fueron
mayores en los pacientescon AR (media= 2 415 fren-
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Figura 2.(A) Autorradiografia del material eluido de una cromatografia, en presencia o no de IFNa2b, (B) y de proteinas que se
unen a IFNa2b en una matriz con AcM contra el IFNGR1 que compiten (AcMA6) o no (AcMD7) por la unién al receptor del IFNg.
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Tabla 1-. Valores relativos de IFNGR1 en
pacientes con AR y pacientes control
aparentemente sanos. Los valores estan
expresados en unidades arbitrarias de densidad
optica.

Niveles de
Individuos N IFNGR1 soluble
(Media + DE)
Cubanos 17 1533+135
Control Suizos 7 1116 +255
Todos 24 1411 +£123
Cubanos 5 2 263 £ 650
Pacientes Suizos 14 2470 + 344
con AR
Todos 19 2 415 +297

teal411 unidades arbitrarias de densidad Optica. Esta
diferenciafue estadisticamente significativa(p < 0.05),
segun la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney.
No se evidenciaron diferencias entre las poblaciones
suizay cubana[4].

Regulacién diferencial de CCR-4 en
pacientes con ARJ y AR

Con estos experimentos (Figura 3) se demostré que
existe una disminucion de la expresién del CCR-4
cuando las células PBMN de los nifios afectados de
artritis reumatoide juvenil (ARJ) fueron tratadas con
IFNg, tanto durante laterapiain vivo, como in vitro.
Debe destacarse que esta disminucién de laexpresion
del CCR-4 fue estadisticamente significativa en
aquellos casos en los que las células de los pacientes
fueron tratadas con el IFNgin vivo y luego in vitro.
Esto puede ser indicativo de que con mayor dosis
quizas se pueda lograr una mayor reduccion. La
disminucién delaexpresion del CCR-4 por el IFNgen
laARJy no enlaAR concuerdacon el resultado clini-
co derespuestaalaterapiacon IFNgen el caso delos
nifios con ARJtratados [6, 7] y no de los adultos [8].
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Figura 3. Evaluacién de la regulacién de la expresién de
ARNm para CCR-4 por IFNgen pacientes con ARJ (A) y AR
(B). Las diferencias fueron estadisticamente significativas con
una p < 0.05, segun la prueba de comparaciones multiples
de Dunn.
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Desarrollo de un antagonista contra IL-2 e
IFNg

LaproteinaAnTHZ1 rec se expresd en Escherichia coli
(E. coli) en cuerposdeinclusion, y representé aproxi-
madamente el 30% del total de proteinas expresadas,
lo que facilitd su posterior purificacién. Estd com-
puesta por los aminoécidos 1-60 del extremo amino
de lalL-2, seguido del péptido Ala-Hist-Met-Met y
de los 231 aminoéacidos de la regién extracelular del
IFNGR1 [9].

La actividad del AnTH1 se evalu6 en ensayos
bioldgicos in vitro. Se determiné la capacidad del
AnTH1 deinhibir laproliferacion de células T como
respuesta a la IL-2 humana. Probablemente los
primeros 60 aminoacidos del extremo amino de la
IL-2 pueden interferir con launién de altaafinidad de
lalL-2 por su receptor de membranaen esas células.
Esta hip6tesis se sustentaen que en el terminal amino
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Figura 4. (A) Resultado de la inhibicién por AnTH1 de la
estimulacion de la proliferacion de las células CTLL-2 por la IL-
2 humana. Los resultados son el producto de tres réplicas
experimentales. La inhibicién fue estadisticamente significativa
conuna p < 0.05, segun la prueba de Kruskal-Wallis. (B)
Inhibicién de la induccién de HLA-DR por el AnTH1. Barra 1:
Nivel basal de HLA-DR, barra 2: IFNg500 Ul/mL (71 ng/mL),
barra 3: IFNg500 Ul/mL + 1.5 ng/mLde AnTH1. Los
resultados son el producto de tres réplicas experimentales. La
diferencia entre la estimulacion (barra 2) y la inhibicién (barra
3) fue estadisticamente significativa con una p < 0.05, segun
la prueba de Kruskal-Wallis.
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delalL-2 selocdizan todos|os aminoécidos que hacen
contacto conlacadenaRalL-2 (Lys35,Arg 38, Phe42,
y Lys43), asi como otros aminoécidos queinteraccionan
con lasubunidad RbIL-2 [10], o que debe interferir
con launién de la|L-2 a su receptor de dta afinidad
RabglL-2. Estos datos explican por qué e AnTH1
interfirio conlaactividad bioldgicadelalL-2.

El AnTH1 también inhibe la actividad
antiproliferativay de estimulacién del HLA-DRin-
ducidas por IFNg, probablemente uniéndose a este
en el medio extracelular y evitando o interfiriendo
con su union a IFNGR1 en la membrana de las
células.

Conclusiones

Laregulacion diferencial dereceptores de quimiocinas
por IFNg permite seleccionar pacientes con ARJ
que, al ser tratados con |IFNg puedan tener una
respuesta clinica favorable al tratamiento con este
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producto. Lainteraccion delos|FNa elFNgdeforma
cruzada con sus receptores es un elemento nuevo
sobre las formas de comunicacién celular de estos
tipos de IFN, lo que posibilita explicar las acciones
biol 6gicas sinérgicas observadas durante su uso de
forma combinada. La presencia de niveles elevados
deIFNGR1 solubleen laAR, contribuye adefinir la
funcién fisiopatoldgica de este sistema en las
enfermedades autoinmunes. La existencia de
receptores solubles paral FNg, asi como laevidencia
de que el IFNg podria emplear otro receptor para
generar sus actividades bioldgicas contribuyeron a
definir que el tipo de antagonista contral FNgque se
debiadesarrollar tenia que actuar anivel del ligando
y no del IFNGR1, y que el propio receptor podia
hacer estafuncion. En este estudio selogré lacreacién
de un potencial candidato terapéutico para un grupo
de enfermedades autoi nmunes, en que estas citocinas
detipo Thl realizan una funcién patol 6gica.
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