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INTRODUCCION

Todas las células transportan moléculas biologicamente importantes desde el exterior
hacia el interior de la superficie celular. Existen sistemas especificos para transportar a través
de lamembrana moléculas pequefias como son los aniones, los aminodcidos, los azicares sim-
ples, etcétera, sin embargo, moléculas de gran talla, como las proteinas plasmaticas, toxinas,
virus, etcétera, son ingeridas o transportadas mediante otros sistemas. En muchos casos, las
moléculas extracelulares ejercen un efecto sobre la molécula al unirse a sistemas especificos
de reconocimiento en la membrana que se conocen con el nombre de receprores.

Las funciones de los receptores son: a) distinguir especificamente las moléculas extrace-
lulares a las que se fijan (ligandos); b)enviar una sefial hacia el interior de la célula, una vez que
el receptor interacciona con el ligando; y ¢} el complejo ligando-receptor se internaliza
mediante invaginacion de la membrana celular, formando una vesicula (coated pit) (Stahl y
Schwarz, 1986). La internalizacidn del complejo ligando-receptor sirve para liberar el ligando,
con lo cual el receptor se puede reciclar a la superficie celular, o bien para introducir el ligando
dentro de la célula, donde puede interaccionar con distintas estructuras, lo que dara como
resultado la activacion celular,

Los primeros estudios sobre los receptores del interferon (IFN) se llevaron a cabo con el
IFN de tipo I (alfa o beta). La existencia de receptores en la superficie celular se sugirio
mediante tres tipos de experimentos. Primero, Friedman (1967), observo que las células que
habian fijado IFN a baja temperatura, si eran tratadas con tripsina, al incubarlas a 37°C, no
tenian una proteccion antiviral, mientras que las células no tratadas con tripsina si la poseian.
Segundo, la actividad del IFN puede recuperarse de los extractos de células homologas, pero
no de los de heterologas expuestas al IFN (Stewart et al., 1972; Berman y Vilcek, 1974). Igual-
mente, Gresser y colaboradores (1974), lograron eluir el IFN de las células sensibles de leuce-
mia murina L1210 que habian sido tratadas con IFN, mientras que no lo consiguieron con las
células L1210 resistentes al IFN. Tercero, la alta actividad especifica del IFN y la observacion
de que solo una pequena fraccion se consumia después del tratamiento de las células in vitro
(Friedman, 1967; Buckler er al., 1966), son argumentos que indican que el IFN se fija a recepto-
res de alta afinidad. No obstante, la verificacion de esta hip6tesis tuvo que esperar hasta que el
IFN puro fuera disponible.

Utilizando IFN alfa o beta purificado y radiomarcado, se demostro que la fijacion era
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saturable y de alta afinidad en las células L1210 sensibles a la actividad del IFN (Aguet, 1980).
Sin embargo, no se pudo demostrar ninguna fijacion especifica en las células L1210 resistentes
al IFN, lo que sugiere que la fijacion del IFN a las células se correlaciona con la respuesta bio-
l6gica. Utilizando IFN alfa o betra, natural o recombinante, se ha demostrado la presencia-de
receptores en un gran numero de células (revisado en Aguet y Mogensen, 1983; Zoon y Arne-
hiter, 1984).

Una serie de estudios indirectos sugeria la existencia de un receptor para el IFN gamma
distinto del receptor para los IFN alfa/beta. El IFN gamma de raton tiene una afinidad por los
gangliosidos y una capacidad antiviral y antiproliferativa diferente de los IFN alfa/beta del
raton (Ankel et al., 1980; Besanson er al., 1983). Ademas, se observé que los gangliosidos inhi-
bian las capacidades antiviral y antiproliferativa de los IFN alfa/beta de raton, pero no las mis-
mas actividades del IFN gamma de raton (Ankel er al., 1980). Por ultimo, se ha visto que las
células sensibles al efecto del IFN, L1219S, responden con la misma eficacia al IFN de ratén
alfa/beta que al IFN gamma, pero las células L1210R, que no responden al IFN alfa/beta, si res-
ponden al IFN gamma (Ankel er al., 1980).

Los estudios directos de fijacion del ligando han confirmado la existencia de un receptor
distinto para el IFN gamma. Utilizando 1FN alfa radiomarcado, los interferones alfa o beta
competian por la fijacion a la superficie celular, pero no asi el IFN gamma, tanto en el sistema
humano (Branca y Baglioni, 1981), como en el bovino (Zoon e al., 1982) 0 en el murino (Aguet
et al., 1982).

Mediante el uso de hibridos celulares se ha demostrado una localizacion diferente para
los genes de los receptores del IFN alfa/beta y para el IFN gamma. Los hibridos que contienen
el cromosoma humano 21 poseen un gen o varios genes que confieren una sensibilidad a los
IFN alfa/beta (Chancy et al., 1975; Slate er al., 1978). Los IFN alfa/beta, pero no el IFN gamma,
se fijan a los hibridos raton/humano que contienen el cromosoma 21 (Raziuddin er al., 1984;
Shulman er al., 1984). Recientemente, el gen para el receptor del IFN gamma humano ha sido
localizado en los brazos largos del cromosoma 6 (Rashidbaigi er al., 1986) y el gen para el recep-
tor del IFN gamma murino en el cromosoma 10 (Mariano er al., 1987). Todas estas observacio-
nes indican que el receptor para los IFN alfa/beta es distinto del receptor del IFN gamma.
Estos resultados pueden explicar el efecto sinergistico sobre las funciones celulares que se
observa cuando se emplean ambos tipos (alfa/betay gamma) de IFN (Fleischmann et al., 1979,
Schwarz et al., 1984).

ESTUDIOS QUE SUGIEREN LA PRESENCIA DE UN RECEPTOR PARA EL
IFN GAMMA EN LA SUPERFICIE CELULAR

Los primeros estudios sobre los receptores del IFN gamma se llevaron a cabo con sobre-
nadantes no purificados de linfocitos T estimulados. Estos sobrenadantes contienen un factor
que induce una serie de modificaciones funcionales y bioquimicas en los macréfagos. Este
proceso ha sido denominado como activacion de los macrofagos, y a la linfokina que induce
estos efectos se le denomina factor activador de los macrofagos o MAF. Los resultados de
diversos laboratorios, incluyendo el nuestro, han demostrado que el IFN gamma es el factor
activador de los macrofagos producido por los linfocitos T (revisado por Schreiber y
Celada,1985). Por lo tanto, los primitivos estudios sobre los receptores del factor activador de
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los macréfagos eran de hecho los primeros estudios sobre el receptor del IFN gamma.

El tratamiento de los macréfagos con pronasa (agente proteolitico) inhibia la respuesta
de estas células al factor activador de los macrofagos (Dy er al., 1976; Post e er al., 1979),

Los macr6fagos tratados con pronasa recuperaban su capacidad de respuesta al MAF tras
una incubacion de 12-14 horas, sugiriendo que el receptor de la superficie se habia regenerado.
Sin embargo, tras la incubacion con MAF a 37°C, la pronasa no afectaba la actividad citotdxica
inducida por esta linfokina. Esto sugiere que la interaccion entre el macrofago con el MAF/
IFN gamma esta mediada por una proteina.

Algunos experimentos han sugerido geue los hidratos de carbono desempenan un papel
“importante en la interaccion entre el MAF y los macrofagos, El tratamiento de los macrofagos
de raton o de cobayo con L-fucosidasa o con lectinas de plantas que se unen a la fucosa, inhibe
la respuesta al MAF (Poste er al., 1979; Churchill y Wong, 1980). Otros azicares como el N-
acetil-D-galactosamina (Thomasson y Steward. 1980; Brunda er a/., 1983) 0 la manosa (Brunda
ef al., 1983; Yamamoto v Tokunaga, 1981) son potentes inhibidores de la actividad citotoxica
inducida por el MAF. La manosa también inhibe la formacion de células gigantes inducida por
el factor de fusion del macrofago (Rodriguez Acosta et al., 1983), factor que se ha identificado
como el IFN gamma (Weinberg er al., 1984).

El tratamiento con neuraminidasa hace que los macréfagos no repondan al MAF (Poste
et al., 1979; Churchill y Wong, 1980; Yamamoto y Tokunaga, 1981) lo que sugiere que el dcido
sidlico es un constituyente del receptor del MAF. Nosotros hemos encontrado que la manosa y
menos fuertemente, la fucosa y la N-acetil-D-galactosamina, inhiben la actividad citotdxica
asicomo la absorcion del MAF por los macrofagos (A. Celada y R. D. Schreiber, manuscrito en
preparacion). No obstante, los azucares fosforilados, y en particular, la manosa-6-fosfato, son
los inhibidores mas potentes, no solo de la absorcion sino también de la actividad citotxica
inducida por el IFN gamma recombinante.

Los azucares fosforilados inhiben ademds, de una forma dependiente de la dosis
empleada, la fijacion a 4°C del IFN gamma radiomarcado. El hecho de que algunas lineas defi-
cientes en el receptor de la manosa-6-fosfato eran también deficientes en receptores del IFN
gamma, nos hizo estudiar la relacion entre ambos receptores. EI IFN gamma radiomarcado no
tenia ninguna afinidad por columnas de cromatografia conteniendo manosa, manosa-6-fos-
fato o el receptor para la manosa-6-fosfato. El tratamiento de los macréfagos humanos o de
ratdn con anticuerpos contra el receptor de la manosa-6-fosfato, no alteraba la fijacion del IFN
gamma a la superficie celular.

La interpretacién de estos datos no es facil y requiere cierta cautela. Actualmente no
podemos excluir que los azicares tengan un efecto no especifico sobre la superficie celular, y
no una interaccion especifica con el receptor del IFN. Porejemplo, la manosa y la manosa-6-
fosfato inhiben la actividad de las células naturales citotoxicas (Forbes et al., 1981; Ortaldo et
al., 1984), asi como la actividad inducida por la interleukina 2 (Ades et al., 1986; Palladino er al.,
1983). Estos efectos, en los linfocitos T, no estin relacionados con una interaccién con el
receptor de la manosa-6-fosfato (Werkmeister y Pross, 1985; Haubeck et al., 1985). Final-
mente, la manosa también inhibe la actividad supresora de los linfocitos T que se asocia con la
mononucleosis infecciosa (Tosato er al., 1983).

Yamamoto y Tokunaga (1981), fueron los primeros en demostrar la capacidad de los
macréfagos de eliminar la actividad MAF de los sobrenadantes de los linfocitos T. Sin
embargo, en estos estudios se utilizé una preparacion de MAF no identificada bioquimica-
mente, y tampoco se establecioé que el mecanismo de eliminacion de la actividad del MAF se
debia a la absorcion por los macrofagos. Para nuestros estudios de absorcion (Celada er al.,
1984), hemos utilizado sobrenadantes de bazo de raton o de un hibridoma T (Schreiber et al.,
1982).
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Los anticuerpos monoclonales contra el IFN gamma recombinante abolian completa-
mente la actividad MAF de dichos sobrenadantes (Schreiber er al., 1985), lo que demuestra
que la molécula que activaba los macrofagos era IFN gamma. Los macrofagos de la cavidad
peritoneal del ratdn, o de los obtenidos de la médula osea, incubados a4 "C 0 a 37 °C, elimina-
ban la actividad MAF de los sobrenadantes. La pérdida de actividad es el resultado de la absor-
ci6n y no de un consumo por los macrofagos. La absorcion dependia de la cantidad de macrofa-
gos 0 de MAF utilizados, asi como del tiempo en que se incubaban a 37 “C, pero no a 4 "C.

Utilizando las células humanas o de cuatro especies de roedores, pudimos poner de mani-
fiesto que la absorcion era especifica de cada especie. Con excepeion de dos lineas celulares de
macrofagos de raton (P388D1 y J774), el resto absorbian la actividad MAF. EI IFN gamnia era
absorbido por los macrofagos peritoneales de raton, pero no asi por las células P388D1.

Por ultimo, la presencia de receptores para el IFN gamma se sugirio porque los macrofa-
gos normales (pero no las células P388D1) fijaban microesferas fluorescentes recubiertas de
IFN gammia recombinante, pero no microcsferas recubiertas de albiimina u otras proteinas de
control (Celada ef al., 1984).

DEMOSTRACION DIRECTA DEL RECEPTOR PARA EL IFN GAMMA

Aunque los estudios descritos en la seccion precedente sugieren de forma destacada la
existencia de un receptor para el IFN gamma en la superficie celular, estos deben ser confirma-
dos mediante estudios cuantitativos de fijacion utilizando IFN gamma radiomarcado. Los
estudios de la fijacion de un ligando a un receptor celular se basan en el concepto de especifici-
dad, el cual implica que los receptores existan en un numero suficiente, que se puedan saturar
y que la union ligando-receptor no pueda ser inhibida por sustancias no relacionadas con el
ligando. Segin este principio, la presencia de receptores se ha descrito en un gran numero de
sistemas biologicos mediante el uso de curvas de saturacion y estudios de inhibicion con com-
petidores especficos. Los procedimientos experimentales y los modelos matematicos para la
interpretacion de los resultados han sido extensamente revisados (Cuatrecasas y Hollenberg,
1976).

El andlisis de Scatchard es el método que se usa mas a menudo para representar los datos
de la fijacion de un ligando. Los graficos estian basados en la ley de accion de masas transfor-
mada en una funcion lineal. Para que los valores que se obtienen de la constante de afinidad y
el nimero de receptores sean validos, la interaccion del ligando con el receptor debe ser rever-
sible, bimolecular y las concentraciones respectivas deben medirse en el punto de equilibrio.
Las respuestas biologicas del IFN gamma se miden generalmente a 37 °C, pero la fijacion del
receptor es mejor medirla a 4 °C, temperatura a la cual puede alcanzarse el equilibrio. Si se
quiere relacionar la ocupacion del receptor con la funcion celular, debe aceptarse la posibili-
dad de que ninguna de las reacciones que ocurren después de la fijacion del ligando al receptor,
alcance un equilibrio estable.

En los experimentos con células viables deben considerarse los procesos que se llevan a
cabo a 37 "C, tales como el aclaramiento, el reciclaje y la internalizacion o la degradacion del
receptor. Estos mecanismos no solo son incompatibles con la aplicacion de la ley de accion de
masas, sino que a menudo estin interrelacionados y son dificiles de investigar separadamente.
En estos casos, la pendiente de los graficos de Scatchard y las intercepciones no corresponden
a los parimetros de una reaccion simple bimolecular; la fijacion a 4 "C es estdtica, mientras que
la actividad a 37 °C es dindmica.

Los estudios directos de fijacién se basan en la disponibilidad de ligandos purificados y
radiomarcados sin pérdida de la actividad biologica. Los primeros esiudios de fijacion especi-
fica de IFN gamma se llevaron a cabo cuando se obtuvo una preparacion de IFN gamma
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humano purificado (Anderson er al., 1982). Los estudios realizados utilizando IFN gamma
marcado con I'* y fibroblastos humanos (GM-258), mostraron que la fijacion era saturable,
especifica y de moderada afinidad.

Mediante el uso de IFN gamma humano, bien sea natural o recombinante, se ha llevado a
cabo la demostracion de receptores en una serie de diferentes tipos de células, que son las
siguientes: fibroblastos, monocitos, macrofagos, promielocitos, linfocitos, células epiteliales,
mielocitos, keratinocitos y plaquetas (tabla 1).

Tabla 1
RECEPTORES PARA EL INTERFERON gamma HUMANO

Celula Constanie Recepiores | celula Referencia

de afimidad

fnM)
Fibroblastos (GM259) ,1-0,5 2 400 Anderson et al. {(1982)
Fibroblastos (GM2359) 2-6 § 000-20 000 Anderson et al. (1983)
Fibroblastos (FS11)* 0.0001 5 500 Orchansky et al. (1984)
Fibroblastos (WISH)" 1.3 50 000-70 000 Sarkar v Gupta, 1984
Monocitos 2.5 6 900+1 000 Celada et al., 1985
Macrolagos (U937) 2.0 4 20041 000
Promielocitos (HL60) 2.4 3 2004700
Linfoblastos (Daudi) 0.4 13 000 Littman et al.,1985b
Epiteliales (Hela) 0.6 5 000
Epiteliales (HEp-2) 1.0 7 500-15 000 Merlin et al., 1985
Linfoblastoides (Daudi) 0,5-1,0 3 500-7 000
Linfocitos 0.005-0,2 2004100
Epiteliales (Colo 205) 0,55 14 300 Ucer et al , 1985
Promielocitos (HL60) 0,09 700
Miclocitos (K562) 0,08 400
Linfocitos OKT4+ 0,23 300
Linfocitos OKT8+ 0,22 300
Macrofagos (1937) 0,15 1 800 Rashidbaigi et al.. 1985
Monocitos 0,05-0,1 3 000-5 000 Finbloom et al., 1985
Promielocitos (HL60) 0,05-0,1 3 000-5 000
Macrofagos (LJ937) 0,05-0,1 3 000-5 000
Fibroblastos (WISH) 1.4 20 100 Orchansky et al.. 1986
Monocitos 6.8 2 400
Linfocitos T 0,04 520+150 Faltynek et al., 1986
Linfoblastoides (Daudi) 0,05 7 900
Keratinocitos 0.1 2 200 NickolofT, 1987
Plaquetas 0.2 150-200 Molinas et al.. 1987

"Incubacion a 37 C y tratamiento con tripsina;

PCompetidor en 40 veces exceso solamente.

Ademis de esta tabla, véanse los trabajos de Ucer et al., 1986 y de Nagao et al., 1986, donde se publica una lista extensa
de diferentes tipos celulares.

En la mayoria de las publicaciones, el numero de receptores es de 1 000 a 10 000 por
célula, con una constatante de disociaciénde [ x 10 %a 1 x 10" M. Solamente en dos casos los
valores son diferentes, aunque existen razones técnicas para explicar las diferencias. En el pri-
mer caso, Orchansky v colaboradores (1984), hicieron la fijacion a 37 *C tratando posterior-
mente las células con tripsina, midiendo asi el IFN gamma internalizado y no el fijado a la
superficie celular, lo que explica la alta constante de disociacion obtenida en este estudio.

Sarkary Gupta (1984) encontraron un nimero de receptores muy elevado, aunque esto se
debe, probablemente, a la baja cantidad de IFN gamma no radiomarcado que utilizaron para

£
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medir la fijacion especifica (40 veces en exceso del radiomarcado). En nuestros experimentos
hemos comprobado que la adicion de 1, 10, 100 o 1 000 veces exceso de IFN gamma no radio-
marcado, origina una competencia del IFN gamma radiomarcado y disminuye la fijacion 30,
71, 91 v 96% respectivamente (Celada er al.,, manuscrito propuesto para su publicacion). En
algunos casos se ha descrito en lineas celulares o en células de pacientes con tumores la ausen-
cia de receptores de IFN gamma (Ucer er al., 1986; Nagao er al., 1986).

Experiencias llevadas a cabo en algunos laboratorios indican que la fijacion del IFN
gamma natural (glicosilado), es comparable a la que se observa con IFN gamma recombinante
(no glicosilado). Ambos tipos de IFN gamma expresan igual actividad MAF cuando se compa-
ran en relacion con la actividad antiviral (Schreiber er al., 1985). La desglicosilacion del IFN
gamma humano natural no altera su capacidad funcional (Kelker er al., 1983). EI IFN gamma
natural puede competir cuantitativamente con el radiomarcado recombinante por la fijacion
del receptor (Celada er al., 1984; 1985). E1 IFN gamma humano recombinante, bien sea produ-
cido en bacterias E. coli (no glicosilado) o en células de mamifero CHO (glicosilado), se fija con
la misma alinidad a los receptores (Littman er al., 1985a).

También se ha estudiado la fijacion del IFN gamma de raton a diferentes tipos de células
murinas: macrofagos, fibroblastos, linfocitos y células ectodérmicas (tabla 2). Como ocurre
con el [FN gamma humano, la mavoria de los estudios en el sistema murino muestran un
numero de receptores v una constante de disociacion muy parecidas. Recientemente, Aiyery
colaboradores (1986), han descrito la presencia de dos tipos de receptores en los macrofagos de
raton: uno de alta y otro de baja afinidad. basandose en una curva bifasica de Scatchard. Sin
embargo, estos estudios se llevaron a cabo a 37 °C y probablemente el receptor de alta afinidad
sea solo el reflejo del IFN gamma internalizado.

Tabla 2
RECEPTORES PARA EL INTERFERON gamma DE RATON

Célula Constante Receptores . célula Referencia

de afinidad

nM)
Macrofagos 1.1 12 000 Celada et al,, 1984
Fibroblastos (1.929) 1,0 4 200 Eppstein et al., 1985
Fibroblastos (1.929) 4.0 1200 Cofano et al., 1986
Linfocitos (L1210) 0.4 3 500
Macrofagos (P388D1) 1.0 500
Macrofagos 5.0 800
Fibroblastos (CE-2) 2.0 1 000
Fibroblastos (L1210) 0,5 11 00044 000 Langer et al., 1986
Timocitos (258C4.4) 0.9 9 100
Ectodérmicas (Nulli-SCC1) 0.2 5 60041 500
Linfocitos (L1210) 0.5 4 000 Wietzerbin et al., 1986
Macrofagos (WEHI-3) 0,09* 520+210 Aiyer et al, 1986

2,7° 4 3190+1 600
Linfocitos B 0,2 30 000 Landolfo et al., 1986
Linfocitos T 0.2 30 000
Macréfagos (WEHI-3) 1.4 10 500+1 400 Celada y Schreiber, 1987
Macrifagos (P388D) 1.0 800+ 300

4y b Receptores de alta ¥ baja alimdad, el ¢expenmento se realizo a 37 °C

"Utilizando macréfagos humanos hemos demostrado que la fijacion del IFN gamma al
receptor a 4 °C es homogénea, mientras que a 37 °C es bimodal (Celada er al., 1985). A37°C, la
fijacién de baja afinidad (Constante de disociacion =kd = 1,7 x 10 M) era similar a la obser-
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vada a 4 °C (kd = 3,0 x 10" M). Ademas, también se observaba un receptor de alta afinidad
cuando las células habian sido incubadas a 37 °C (kd = 2,3 x 10" M). Sin embargo, esto ultimo
parece ser el resultado de la internalizacion del ligando y no la expresion de distintas clases de
receplores. Esta conclusion se llevo a cabo basada en los argumentos siguientes: a) las. mem-
branas celulares purificadas fijan el IFN gamma con la misma afinidad, bien sea a 4 °C
(12 x 10°M)oa37°C(1,5x 10°M); b) a ambas temperaturas, las células con la membrana
fijada con paraformaldehido tienen una sola afinidad (a4 °C, 09 x 10°Mya37°C,0,8x 10"
M); y ¢) a 37 °C se puede demostrar que el IFN gamma se internaliza (Anderson et al., 1983;
Celada er al., 1985; Celada y Schreiber, 1987; Rubinstein et al., 1987).

Orchansky y colaboradores (1986), basandose en las diferencias encontradas en las grafi-
cas de Scatchard, sugirieron que los receptores del IFN gamma en los monocitos y fibroblastos
humanos eran diferentes, pues tenian una constante de disociacion distinta. Nosotros hemos
sido incapaces de reproducir estos resultados (Celada et al., manuscrito propuesto para su
publicacion). Los macrofagos v los fibroblastos, humanos o de raton, presentaban en las grafi-
cas de Scatchard unas lineas paralelas, sugiriendo que tenian la misma afinidad. Estas discre-
pancias pueden ser explicadas por algunos problemas técnicos. En el trabajo de Orchansky y
colaboradores (1986), se utilizaron distintas técnicas para los estudios de fijacion d¢l IFN
gamma a los macrofagos vy a los fibroblastos. Ademas, para separar los fibroblastos de las placas
de cultivo, se utilizo tripsina, tratamiento que elimina los receptores del IFN gamma (Celada
et al., 1985).

En conclusion, la primera interaccion del IFN gamma con la superficie celular, es decir, el
reconocimiento del ligando por receptores especificos, ha sido ampliamente documentada.

NATURALEZA DE LOS RECEPTORES DEL IFN GAMMA

Como hemos indicado previamente, el tratamiento de los macrofagos con pronasa inhibe
la respuesta al MAF/IFN gamma (Dy et al., 1976, Poste et al., 1979), lo que sugiere que la inte-
raccion estd mediada por una proteina. Recientemente hemos demostrado que el receptor del
IFN gamma en las células humanas es sensible al efecto de las proteasas (Celada ef al., 1985). El
tratamiento con tripsina o pronasa reduce la fijacion del IFN gamma 87 y 95% respectivamente.

La caracterizacion bioquimica del receptor comenz6 con estudios en los que se usaron
entrecruzadores (cross-linker) quimicos, que reforzaban la unién del IFN gammua al receptor.
Diversos grupos han encontrado un complejo IFN gamma radiomarcado-receptor de un peso
molecular que oscila entre 105 y 130 kD, tanto en el sistema humano como en el murino (tabla
3). Sustrayendo el peso molecular del ligando, el peso estimado del receptor debe serde 70a 90

Tabla 3
PESO MOLECULAR DEL RECEPTOR

Célula Peso maolecular  Peso molecular Referencia
ligando+receptor receptor
kD) kD)

Experimentos con entrecruzadores quimicos

Fibroblastos (GM258) 23047 205 Anderson ¥ MNagler, 1984

Fibroblastos (WISH) 10545 88 Sarkar y Gupta, 1984

Macrofagos (U937) 104+ 18" 87 Celada et al., 1985
107+10° 90
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Célula Peso molecular  Peso molecular Referencia
ligando+receptor  receptor
(kD) (kD)
Linfoblastoides (Daudi) 125+20 91 Littman ¢t al., 1985
Epiteliales (A43]) 17+17 85 Rashidbaigi et al., 1985
Eritroleucemia (K562) 160+10 126 Ucer et al., 1986
Plaquetas 100+5 83 Molinas et al., 1987
Linfocitos raton (L1210) 110+5 93 Wietzerbin et al., 1986
Fibroblastos raton (L929) 97-94 85 Langer et al., 1986

Purificacion directa

Linfocitos (RAJI) 90 Aguet y Merlin, 1987
Fibroblastos (WISH) 95 Novick et al., 1987

Placenta 90 Calderon et al.. 1987
Placenta 115-70 Stefanos et al.. 1987
Linfocitos raton (EL4) 75-90 Landolfo et al.. 1986

“Membranas celulares: "Células completas.

En los experimentos con entrecruzadores quimicos, el peso molecular del receptor se
asume tras sustraer el peso molecular del ligando.

El calculo definitivo del peso molecular del receptor se ha obtenido tras su aislamiento y
purificacion. Aguet y Merlin (1987a) han purificado el receptor a partir de linfocitos humanos
mediante cromatografia de afinidad, utilizando primero una columna con anticuerpos mono-
clonales contra el receptor y después otra con IFN gamma inmovilizado. El eluido final con-
tenia dos bandas de proteina con un peso aproximado de 90 y 50 kD. Ambas proteinas eran
capaces de unirse especificamente al IFN gamma radiomarcado, aunque se ha visto que la
banda de 50 kD es solo un producto de degradacion (Mao ef al., 1987). Con estas proteinas se ha
producido un anticuerpo policlonal que se ha usado en el clonaje del receptor (Aguet y Merlin,
1987b).

Utilizando IFN gamma inmovilizado, Novik y colaboradores (1987) han logrado purificar
el receptor de los fibroblastos. El eluido final contenia una banda mayor de 95 kD y otras dos
menores de 80 y 60 kD. En comunicaciones preliminares, se ha descrito que el peso molecular
del receptor en los ratones oscila entre 75 y 90 kD, en dependencia de la linea celular usada
(Landolfo er al., 1986) y en la placenta humana de 90 kD (Calderon er al., 1987), o entre 115y 70
kD (Stefanos er al., 1987).

ESPECIFICIDAD DE ESPECIE DEL COMPLEJO LIGANDO-RECEPTOR

Existen descripciones conflictivas sobre la interaccion de los interferones con las células
efectoras de diversas especies. En algunos sistemas experimentales, los interferones son capa-
ces de inducir actividad en especies diferentes, mientras que en otros exisle una exquisita
especificidad de especie (Steward, 1979; Gillespie y Carter, 1981-1982). El IFN gamma
humano y de raton en los estudios funcionales tienen una alta especificidad de especie (De Ley
et al., 1980; Devos er al.,, 1982: Fidler et al., 1985).

Nuestros datos personales indican que el mecanismo de cruzamiento de especie se debe a
una falta de reconocimiento del ligando heterdlogo por parte del receptor (Celada et al.,
manuscrito propuesto para su publicacion). Esta conclusion se apoya en las observaciones
siguientes: a) el ligando heterologo radiomarcado es incapaz de fijarse a la superficie celular;
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b) el ligando heterdlogo no radiomarcado, incluso en gran exceso (6 000 veces) es incapaz de
competir con el IFN gamma homoélogo radiomarcado; y ¢) los hibridos somaticos humano/
raton que tiene el receptor humano fijan IFN gamma de ambas especiesy les induce una activi-
dad antiviral.

Por lo tanto, estos experimentos demuestran una correlacion entre la fijacion del IFN
gamma a la superficie celular y la falta de reactividad cruzada en las células heterologas. Estos
datos confirman el trabajo reciente de Fidler y colaboradores (1985), que logran eliminar la
especificidad de especie del IFN gamma humano y de raton mediante la encapsulacién en lipo-
somas.

ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES QUE INHIBEN LA FIJACION DEL IFN
GAMMA

Se han descrito un gran nimero de anticuerpos monoclonales contra el IFN gamma
humano o de ratdn, natural o recombinado, que inhiben in vitro las actividades funcionales.
Sin embargo, solamente en contados casos se ha examinado el efecto de los anticuerpos sobre
la fijacion del IFN gamma a la superficie celular. En nuestro laboratorio hemos producido anti-
cuerpos contra ¢l IFN gamma de ratén recombinante, mediante inmunizacion de Hamster y
fusion con células parenterales murinas (Schreiber et al., 1985). Utilizando moléculas hibridas
de IFN gamma de ratén y humano, controlamos que los anticuerpos estuvieran dirigidos
contra la parte carboxilo o la parte amino terminal. Estos anticuerpos fijados a la proteina A eli-
minaban la actividad antiviral en fibroblastos y la actividad antitumoral en macrofagos. Ade-
mas, ambos tipos de anticuerpos bloqueaban la fijacion del IFN gamma radiomarcado a la
superficie de los fibroblastos.

Utilizando un procedimiento similar, Russel y colaboradores (1986) produjeron anticuer-
pos monoclonales contra la parte amino terminal del IFN gamma. Estos anticuerpos, asi como
los anticuerpos policlonales contra péptidos dirigidos contra la parte amino o carboxilo termi-
nal, inhibian las actividades antivirales y la induccion de citotoxicidad en el macréfago. Ade-
mis, en todos los casos se bloqueaba la fijacion del IFN gamma a la superficie celular.

Los anticuerpos producidos contra péptidos que mimetizan la parte amino-terminal
(Langford er al., 1983; Leist et al., 1985) o la carboxilo-terminal (Langford er al., 1987), inhiben
la actividad funcional del IFN gamma. Estos resulados sugieren que ambas partes de la molé-
cula del IFN gamma, la carboxilo y la amino-terminal, son necesarias para el reconocimiento
por el receptor. Esta teoria se confirma, en parte, por los estudios llevados a cabo, en los que se
ha modificado mediante ingenieria genética o digestion con enzimas la parte carboxilo-termi-
nal de la molécula del IFN gamma (Rinderknecht y Burton, 1985: Arakawa er al., 1986: De la
Maza et al., 1987) con lo cual pierde su actividad funcional y la capacidad de fijacion a la super-
ficie celular (Leinikki et al., 1987).

Ultimamente se han descrito anticuerpos monoclonales contra el receptor (Aguet y Mer-
lin, 1987a; Sheehan er al., 1987). Estos anticuerpos son capaces de inhibir la fijacion del IFN
gamma radiomarcado y la induccion de actividad funcional, reconociendo diferentes tipos de
células (fibroblastos, macrofagos, placenta). Esto sugiere que el receptor del IFN gamma
expresado en distintas células contiene el mismo lugar para la fijacion del ligando (Sheehan et
al., 1987).
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OCUPACION DEL RECEPTOR POR EL LIGANDO Y RESPUESTA BIOLOGICA

En nuestros estudios, la importancia bioldgica del receptor se ha puesto de manifiesto al
estudiar la relacion entre la ocupacion del receptory la produccion de una respuesta funcional
en los macrofagos. Con este proposito hemos medido la induccion de receptores Fe depen-
diente del IFN gamma en la linea celular de macrofagos humanos U937 (Celada et al., 1985).
La concentracion necesaria de IFN gamma para ocupar los receptores (5 nM) es muy similar de
la necesaria para inducir los receptores Fc (6 nM). Ucer y colaboradores (1985; 1986) han
encontrado que la capacidad de las células de expresar antigenos HLA-DR se correlaciona con
el numero de receptores, es decir, cuantos mas receptores presentan las células, menos IFN
gamma es necesario.

Aiyer y colaboradores (1986), describieron que la induccion de Ia en la linea de macrofa-
gos de raton WEHI-3 requeria solamente el 5% de ocupacion de los receptores. Sin embargo, el
experimento se llevo a cabo incubando los macrdfagos a 37 “C en presencia de IFN gamma
durante 48 horas. A causa de que los receptores son re-expresados continuamente, cantidades
no saturantes pueden inducir actividad, por lo tanto, utilizando este tipo de experiencia es
imposible conocer si una sola ocupacion del receptor es suficiente para inducir funcion.

Recientemente hemos demostrado que una interaccidn de 30 minutos con dosis saturan-
tes de IFN gamma es suficiente para la induccion de actividad total de la en los macrofagos de
raton (Celada y Maki; manuscrito propuesto para su publicacion). Los macrofagos incubados
con dosis bajas de IFN gamma (3 IRU/ml) durante 3 dias, o con 300 IRU/mI durante 30 minu-
tos, expresan niveles comparables de la en la superficie celular o de ARNm para I-A,, por con-
siguiente, concluimos que una interrelacion entre la concentracién de IFN gamma y la dura-
cidn de la interaccion es critica para la induccion de la en los macréfagos.

DESTINO DEL IFN GAMMA FIJADO AL RECEPTOR. RECICLAJE DEL
RECEPTOR

La fijacion del IFN gamma a los receptores en la superficie plasmatica es el primer paso
para la induccion de actividad. La internalizacion del IFN gamma radiomarcado ha sido
demostrada en fibroblastos, linfocitos y macrofagos mediante el uso de la técnica de elucion
con dcido (Anderson er al., 1983; Wietzerbin ez al., 1986; Celada y Schreiber, 1987: Rubinstein
et al., 1987) o la elucion con proteasas (Celada et al., 1985; Celada y Schreiber, 1987).A37°C, el
complejo receptor IFN y se internaliza en unos 30 minutos y se mantiene estable, por lo
menos, aproximadamente 12 horas (Anderson er al.,1983; Celda er al., 1985; Celaday Schrei-
ber, 1987). Las células incubadas a 4 °C no liberan IFN y no precipitable mediante el acido tri-
cloroaceftico (degradado). Sin embargo, a 37 °C, el material degradado se detecta en los sobre-
nadantes de los cultivos de monocitos humanos (Celada er al., 1985; Rubinstein er al., 1987), de
los fibroblastos humanos (anderson er al., 1983; Rubinstein et al., 1987) o en macrofagos de
raton (Celada y Schreiber, 1987) y aumenta linealmente en las siguientes 8-12 horas, Basin-
dose en la actividad especifica del IFN gamma radiomarcado, puede calcularse que la degrada-
cion se lleva a cabo a un ritmo constante de 5 000 a 7 000 moléculas/célula/hora. La degrada-

_cion se lleva a cabo tras la fijacion, como lo sugiere el hecho de que en presencia de anticuerpos
monoclonales que inhiben la fijacion a la superficie celular no hay degradacion, y que la canti-
dad de IFN gamma degradado se correlaciona con la cantidad unida a la superficie celular,

La degradacion lineal del IFN gamma en relacion con el tiempo, sugiere que los recepto-
res de los macrofagos y fibroblastos necesitan ser remplazados durante el transcurso de la
incubacion. Esto puede deberse a dos mecanismos: el primero es la existencia de un grupo de
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receptores intracelulares, que hemos estimado, tras permeabilizar la superficie celular con
saponina o digitonina, como del 54 al 62% de los receptores totales (Celada er al., 1985; Celada
y Schreiber, 1987). El otro mecanismo consiste en el reciclaje de los receptores, tras liberar el
ligando. Esto se demostré mediante el uso de aminas lisosomotrépicas que aumentan el pH
intralisosomal y, por lo tanto, el receptor no se libera del ligando inhibiendo el reciclaje a la
superficie celular.

En presencia de tales drogas, la degradacion del IFN gamma se inhibe (Anderson er al.,
1983; Celada y Schreiber, 1987; Rubinstein er al., 1987) y los receptores quedan localizados en
el interior de la célula (Celada y Schreiber, 1987). En breves periodos de incubacion (8 horas)
‘no se requiere sintesis del receptor, puesto que en presencia de cicloheximida (inhibidor de la
sintesis proteica), los macrofagos fijan y degradan IFN gamma de forma muy similar a la de los
controles (Celada y Schreiber, 1987). Esto confirma algunas observaciones previas que mues-
tran que la interaccion del IFN gamma con los macrofagos no requiere sintesis proteica y se
induce una eficaz actividad tumoricida (Blasi y Varesio, 1984; Hamilton er al., 1986).

El hecho de que la degradacion del IFN gamma sea lineal sugiere, ademas que el ligando
no produce una regulacion negativa (desaparicion de los receptores tras interaccionar con el
ligando). Resulta curioso que el IFN gamma regula la expresion de un gran nimero de recepto-
res celulares: Fc (Guyre er al., 1983; Perussia et al., 1983); C3b (Guyre er al., 1983; Esparza et
al., 1986); manosa-fucosa (Ezekowitz y Gordon, 1982); factor de necrosis tumoral (tumor
necrosis factor) (Aggarwal ef al., 1985; Tsujimoto y Vilcek, 1985); interleukina 2 (Herrman et
al., 1985; Holter er al., 1986) y el interferon alfa (Hannigan et al., 1984). Sin embargo, la incuba-
cion de los macr6fagos con IFN alfa o beta, endotoxina, inmunocomplejos, agregados de IgG o
activadores de los proteina kinasa C (ésteres del forbol), no produce ninguna modificacion de
la capacidad de fijar IFN gamma a la superficie celular (Celada y Schreiber, 1987;
Celada, 1988).

Estos datos, junto con la observacion de que la expresion del receptor no se modifica por
la diferenciacion o activacion celular (Celada et al., 1985), apoya el concepto de que el receptor
del IFN gamma es un componente ubicuo de la membrana de los macrofagos. Mediante mani-
pulaciones farmacologicas utilizando corticoides, se ha observado que aumenta la fijacion de
IFN gamma a las células (Strickland er al., 1986: Diez et al., 1987). Esto explica el efecto poten-
cializador de los corticoides sobre el IFN gamma en la expresion de los receptores Fc (Warren
y Vogel, 1985).

En contraste con los datos presentados, Littman y colaboradores (1985), y Wietzerbin y
colaboradores (1986), utilizando lineas celulares de linfocitos humanos y de raton, han des-
crito que el IFN gamma produce una regulacion negativa del receptor. Para el altimo grupo, el
IFN gamma se internaliza en las células L1210, pero no se degrada. También se ha visto que la
activacion de los linfocitos T con fitohemaglutinina, concanavalina A o ésteres del forbol,
inhiben la fijacion de IFN gamma al receptor, debido probablemente a la produccion endo-
gena de IFN gamma (Faltynek y Princler, 1986).

Por su parte, Fassio y colaboradores (1987), sugieren que los ésteres del forbol producen
una regulacion negativa del receptor del IFN gamma en los linfocitos T, pero no en macrofa-
gos, fibroblastos 0 mastocitos. Todos estos datos indican que los receptores del IFN gammaen
los linfocitos, a pesar de tener un nimero, una constante de afinidad y un peso molecular com-
parable al de otras células, su metabolismo puede ser totalmente distinto del que ocurre en
fibroblastos y macrofagos. Esto puede tener importantes implicaciones bioldgicas: a)
mediante una regulacion negativa del receptor, los linfocitos T pueden liberar al medio el IFN
gamma que ellos mismos producen, y b) a causa del efecto antiproliferativo del IFN gamma,
después de su estimulacion, la regulacion negativa del receptor permite proliferar a los linfoci-
tos T.
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Es interesante resaltar que los macrofagos de raton requieren un corto periodo de incuba-
cion con IFN gamma para inducir al maximo la produccion de perdxido de hidrogeno (Nathan
et al., 1983; Celada y Schreiber, 1987), la expresion de receptores Fc (Celada er al., 1985), o la
expresion de la (Celada y Maki, manuscrito propuesto para su publicacion). No obstante, los
macrofagos de raton necesitan estar en contacto con IFN gamma, por lo menos durante cuatro
horas, para que se pueda inducir la actividad citotoxica (Marino y Adams, 1982; Meltzer et al.,
1982; Occhionero et al., 1984; Celada et al., 1984).

Una observacion semejante se ha llevado a cabo con los fibroblastos y la actividad antivi-
ral inducida por el IFN gamma (Dianzani er al., 1978). Esto sugiere que, para algunas funcio-
nes, la saturacion de los receptores ¢s suficiente para inducir la actividad, mientras que para
otras funciones mas complejas los receptores en la superficie celular tienen que ser ocupados
unas cuantas veces para inducir la actividad funcional. En los macrofagos de raton, el 100% de
los receptores tiene que ser ocupado tres veces para que se desarrolle una actividad tumoricida
completa (Celada y Schreiber, 1987). Finbloon (1987), ha llegado a conclusiones semejantes
tras comparar la expresion de receptores Fc con la actividad antiproliferativa.

La captacion lineal de! IFN gamma por los macrofagos puede contribuir a la induccion de
citotoxicidad. La ocupacion del receptor puede originar la iniciacion de una senal en la superfi-
cie celular, como es el caso de la proteina C quinasa, que puede ser continua en virtud de la
internalizacion y reciclamiento de los receptores. Ademas, la internalizacion continua del
receptor puede originar la liberacion de IFN gamma hacia algun lugar dentro de la célula, que
puede ser necesario para la expresion de actividad biologica. Estos mecanismos pueden expli-
car porqué el IFN gamma puede ser mimetizado mediante activadores de la proteina quinasa C
para algunas funciones que requieren una simple ocupacion del receptor (Straussmann er al.,
1986; Johnson er al.. 1978). Sin embargo, el desarrollo de actividad citotéxica requiere no sola-
mente la activacion de la proteina quinasa C, sino ademas la movilizacion intracelular de cal-
cio (Celada y Schreiber, 1986; Somers ¢ al.. 1986).

Debemos mencionar que 30 minutos de interaccion entre el IFN gamma y el receptorson
suficientes para inducir ARNm ¢ la en la superficie celular (Celada y Maki, manuscrito pro-
puesto para su publicacion). Estos datos apoyan nuestra sugerencia en el sentido de que se
requiere sintesis proteica durante los 30 primeros minutos de intereaccion macrofago-1FN
gamma para la induccion de ARNm I-A, (Celada er al., manuscrito propuesto para su publica-
¢ion), tiempo requerido para que el complejo IFN gamma-receptor se internalice (Celada y
Schreiber, 1987), por lo tanto, parece ser que durante los 30 primeros minutos se induce una
proteina necesaria para ¢l control de la transcripcion del gen de I-Ab. El mecanismo de induc-
cion mediante esta proteina ¢s desconocido, pero parece ser que el IFN gamma actia a nivel
intracelular y no a nivel de la membrana. La primera hipotesis ha sido sugerida también por
Sanceau y colaboradores (1987) para la actividad antiviral y la induccion de la, y por Fidler y
colaboradores (1985) para la actividad tumoricida en macrofagos. Mediante microscopia elec-
tronica, Mc Donald y colaboradores (1986) han observado que el IFN gamma de raton se inter-
naliza rapidamente y se traslada al nucleo, donde existen receptores en la membrana nuclear.
Este resultado, que requiere verificacion, induce una serie de hipotesis sobre el metabolismoy
el mecanismo de activacion celular. Para estos autores, el rapido transporte del IFN gammaa
las areas de cromatina densa del nacleo sugiere que la molécula de IFN gamma puede actuar
directamente controlando la regulacion del genoma.

Recientemente se han descrito dos secuencias conservadas en los genes la del ratéon y
humano, que se han identificado como elementos cis-acting de regulacion transcripcional.
Ademas, se han identificado dos proteinas que se fijan a estas secuencias conservadas (Miwa er
al., 1987; Dorn et al., 1987; Celada er al., 1988). No hemos sido capaces de demostrar una fija-
cion directa del IFN gamma a las secuencias conservadas o interaccion con las proteinas que se
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fijan en dichas secuencias (Celada y Maki, resultados sin publicar). Esto sugicre que ¢l con-
tacto directo del IFN gamma con el ADN no es suficiente para iniciar la transcripcion y
requiere probablemente alguna proteina intermediaria cuya sintesis se lleva a cabo en los 30
primeros minutos, segin hemos mencionado anteriormente.

Las investigaciones descritas en esta revision aportan nuevos enfoques en las bases bio-
quimicas de interaccion de la célula con el IFN gamma. El receptor desde el punto de vista bio-
quimico y funcional ha sido bien caracterizado, asi como su metabolismo intracelular. Sin
embargo, queda un largo camino por recorrer antes de comprender completamente los meca-
nismos que inician la activacion celular y la transcripcion de senales hacia el nacleo celular.
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