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RESUMEN 
El IFN-y es  una  dtocina  que  juega  un  importante papel como modulador  en  todas las fases 
de  la  respuesta  inmunológica e inflamatoria y es  producido  principalmente por el subgrupo 
Thl de los linfocitos  derivados del timo (T) y &lulas citotóxicas naturales (NK). Las 
actividades  de IFN-y están mediadas primariamente a través de la regulación  de la 
transcripción  de  muchos  genes efectores. 
Los macrófagos son considerados como la primera  linea  de  defensa  de  un  organismo  contra 
agentes  extraños e infecciosos y son  una  población  celular  clave M o r a  en la respuesta 
inmune  innata y adaptativa  de  la  respuesta  inmune. 
Debido a la importancia  de las fundones desempeiiadas por los macrcifagos en  procesos 
inflamatorios  dependientes o independientes  de  infección, y la estimulación  que  sobre ellos 
ejerce IFW, se llevó a cabo la  identificación  de  cambios  en  la  expresión  de  ARNm  en 
macrófagos  peritoneales  de ratones tratados con dosis 50, 10 y 3 unidades  de  IFNy/ml. Se 
realió 1 microarreglo  de  cada  tratamiento con sus respectivos controles con  cADN marcado 
con Pa, a partir de ARN total  de cada una  de las dosis. En cada  una  de las membranas  de 
cADN, se puede  obtener  información  diferencial  de la expresión  de alrededor de 600 ARNm 
en  un solo experimento,  garantizando  la espeaficidad de  la  hibridaaón por el uso  de  una 
mezda de cebadores para  cada  uno de los cADN contenidos en cada  membrana, y porque 
también se induyen  en  las membranas ADNs de bacteriófagos y plásmidos como confides 
negativos para  confirmar  la  hibridación  específica  junto  con  algunos  cADN  constitutivos 
(housekeeping) como control positnro, para normalizar los ARNm  abundantes  en los 
macrófagos.  Para  normalizar los resultados se usaron los valores de bes genes c m s t i t u t i v o s ,  

hipoxantina,  omitina y proteína S29 ribosomal 40s. 
Los resultados  obtenidos  muestran  un  mayor  número  de genes regulados a la baja,  aún  en la 
dosis  más  baja, a diferencia  de  un pequeño número  de  genes  regulados a la alta. 
Los genes mAs sensibles a IF* fueron los que  codifican  las  proteínas factor 1 regulado por 
interferón (IRFl) e integrina  atfa L (LFA-1). los cuales  tuvieron  una  expresibn a la alta  aun  en 
la  dosis más baja de'3 unidades de IF&/ ml. 
Dentro  del  grupo de genes  regulados a la baja se encuentran  un  gran  número  de  proteasas 
que  desempefian  diferentes  funciones  en  la  respuesta  inmune,  un  grupo  de  genes 
invducrados en la ruta de seiialización de  factor  de  credmiento  transformante (TGFp), y 
genes  invducrados  en la m o v i l i n  y vesiculación  en magos. 
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1, INTRODUCCI~N 

El Interferón  gamma  (IFN-y)  pertenece  a  una  familia  de  proteinas  relacionada  por  su  habilidad 
para  proteger a células  de  infecciones virales. Los interferones se han  dividido 
principalmente  en  tres  grandes  grupos  caraderizados  sobre  la base de  propiedades 
antigénicas, b w i c a s  y químicas:  Interferón  alfa  (IFNa) o leucocito,  porque es producido 
por  células  mononucleares  en  circulación periférica, el  Interfekn beta (IFNP),  también 
originalmente  llamado  tipo I o IFN fibroblast0 porque  éstas  células lo originan y finalmente, 
1FN-y. Los tres  son  interferones clásicos inducidos en respuesta a  infecciones virales en 
células.  (Pestka y Langer,  1987) 
Estos tres  interferones  no solo presentan  diferencias  entre ellos en  relación  con  las dulas 
que los producen,  sino tamwn en  cuanto  a  sus actividades, sus  genes,  estrudura y la 
cantidad que  de  ellos se requiere  para c o d i r  cada  una  de estas proteínas,  así  por ejemplo. 
para  codificar  IFNa  existen  26  genes  incluyendo  algunos  pseudogenes.  Estos  genes  tienen 
estructuras  comunes, como d carecer  de  intrones y derivar  de  un  prewrsor  ancestral 
común. Esta familia  de  genes codifica al menos para 22 proteínas  distintas, las cuales son de 
cadena  única  de  165  a  166 aminoácidos con pesos mdeculares aproximadamente de 20Kda. 
Este  conjunto  de  genes se encuentra  ubicado  en el crOmOSOma 9  en d humano y 4 en el 
ratón.  (Trent et al., 1982;  Zoon et al., 1992;  Farrar y Schreiber  1993). Para el IFNp  existe stdo 
una  proteína,  que es codificada  por  un  distinto  gen localizado junto al locus del  IFNa  en el 
humano y en el ratón. Se piensa  que estos dos IFNs, también  llamados  IFNs tipo I ,  han 
evdudonado  de  un  precursor  ancestral  común.  Aún cuando estas dos dases de  IFNs se 
unen  al  mismo  receptor  de  supemcie  en  células  dianas susceptibles, indicando  en esta forma 
las  regiones  funcionalmente básicas de las moléculas que  han sido conservadas, &io 
comparten  una  limitada  relación  antigénica y las pmteínas  solo  despliegan de un  15  a  un 30% 
de  secuencias  de  aminoácidos  homólogas (PesuCa y Langer,  1997;  Farrar y Schreiber,  1993). 
El  lFN7 no  est&  relacionado  a los IFNs tipo I, tanto a  nivel  genético como de  su  proteína 
codificada.  No  obstante  que el IFN-y lleva  a cabo la mayoría de las actividades atribuidas  a 
los otros  interferones, le corresponde  a éI de 10 a 100 veces  menor actividad antiviral,  que  a 
los otros dos pero a diferencia  tiene  de 1 0 0  a 10,000 veces m& actividad como 
inmunomodulador que lFNa e  IFNp (Pace et al.,1985;  Farrar y S&reiber,1993) Estas 
observaciones  permiten  caracterimr  a los interferones a y f3 primariamente como agentes 
antivirales; y al IFN-y primariamente como un  inmunomodulador, que también puede ejercer 
alguna  adividad  antiviral.  (Farrar y Schreiber,  1993)  Cuadro l. 

1.1 Interferbn Gamma 

El IFN-y es codificado por  un sob gen, siendo este gen &S complep que los que  codifican 
los otros interferones. El gen  de  humanos, como de ratón tiene  un  tamaiio de 6 Kb. Técnicas 
de  hibridación in situ han  demostrado  que  este  gen se encuentra en el cromosoma 12  en el 
humano y en el 10 en el ratón ( Trent et al., 1982;  Naylor et a1.,1983). La estructura del ADN 
genómico  de  este  interferón  es  fuertemente  conservada,  constituido  por cuatro exones y tres 
intrones. 
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Cuadro l. 
Propiedades de los inteffefones 

I 

!Propiedades 

 nomend datura 
!Principal inductor 

1 
Propiedades físicas 
Peso  molecular (ma) 

1 Predeciblelmadura 
Aminoácidos 
Uniones N-glucosiladas 
Composición  de  subunidades 

I 

Estabilidad pH 

Estructura del Gen 
Número de genes 
Localización del Cromosoma 

Ratón 
Humano 

Presencia de lntrones 

Células Produdoras 

Receptor Celular 
Peso  molecular (ma) 

Predecibldmadura 
Aminoácidos 
Estructura del dominio 

Extracelular 
Trasmembrana 
lntracelular 

sitios de glicosil* 
LocalizaciiKl  Cromosomal 

Ratón 
Humano 

IFN Alfa 

Tipo 1 
Leucocito 

Virus 

20120 
165166 

Algunas  especies 
Una  cadena 

Estable 

26 

4 
9 

No 

Células T, B y 
- w s  

60.5/95-100 
530 

mamiwdos 
21 amiwdos 
100 a m i W d o s  

12 

16 
21 

IFN Beta 

Tipo1 
Fibroblast0 
virus LPS 

ARN de  doble  cadena 

20120-25 
166 
si 

Una cadena 

Estable 

1 

4 
9 

No 

Fibmblastos y c&.~las 
epiteliales 

IFN  Gamma 

Tipo II 
Inmune 

Antígenos 
Mitógenos 

1713450 
143 

2 sitios 
monocovalente 

homodímf3fo 

Lábil 

1 

10 
12 
3 

Células T y Asesinas 
naturales 

52.6l85-95 
472 

228 aminokidos 
23 aminoácdos 
221 aminWdos 

5 

16 
9 4  

1993 

10 
6 

La activación de un gen  humano  genera  un  ARN  mensajero  (ARNm)  de  apmximadamente 1.2 
kb que codifica una  proteína de 166 ami- (Derynk et ai., 1982; Gray y G o e d d e l ,  1983), 
de los cuaies 23 representan una  secuencia M a l  hdmfóbica, con dos sitios N - glmsilados 
en d humano,  cuando esta secuencia señal es removida proteol’ímente resulta en  una 
cadena madura  de 143 residuos, cargados positivamente con una  masa  molecular 17 kDa 
(Rinderknecht et al., 1984). La asociación  de  dos pdipéptidos forman  un  homodimero no 
covalente  que  alcanza  un peso molecular apmxjmado de 34 kDa en su forma madura, la cual 
incluye los azúcares. Solo en forma dimérica d lFNy puede tener actividad biológica, 
posiblemente  porque &a es la forma molecular  que prwnueve la dimerización  del  receptor  de 
IFN-y (Fountoulakis et al., 1992). 
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El gen  de  ratón  transcribe  un  ARNm  de  1.2  kb  que  codifica  a  su  vez  a  un  polipéptido  maduro  de 
134 aminoácidos  con  una  masa  molecular  predecible  de  15.4  kDa  (Gray y Goeddel,  1983). A 
diferencia  del  IFN-y  humano,  el  de  ratón  aparece solo como  un  homodímero  no  covalente.  Entre 
el  IFN-y  de  ratón y humano, solo se  comparte  muy  pocos  fragmentos  homólogos,  el  60%  de  su 
cADN y el  40%  de  sus  aminoácidos.  Estos  bajos  niveles  de  homología,  podrían  explicar  por 
qué  las  proteínas  de  estas  dos  especies  tienen  una  estricta  especificidad  de  especie,  con 
respecto  a  la  habilidad  para  unirse  a  una  célula  humana o de  ratón  activada. 
Las  cadenas  individuales  de  las  dos  especies  pueden  tener los sitios  de  glicosilación  en 
diferentes  residuos,  teniendo  como  consecuencia  una  reducción  en los pesos  moleculares 
cuando  son  tratadas  con  glucosidasas,  pero  sin  mostrar  ninguna  consecuencia  importante en  la 
expresión  de la actividad  de  IFN-y,  sin  embargo,  esta  reducción o carencia  de  azúcares  parece 
influir  en  la  vida  media  de la molécula  porque la hace  más  susceptible  a  degradación 
proteolítica.  (Kelker  et  al.,  1983) 
En  la  actualidad  se  conocen  las  regiones  de  IFN-y  que  son  importantes  en la funcionalidad  de la 
molécula.  Tanto la terminal  amino  como  la  carboxilo  juegan  un  papel  crítico  en  el  mantenimiento 
de  la  conformación  activa  de la proteína.  Cuando  se  bloquea la terminal  amino  con  anticuerpos 
monoclonales  en  el IFNy humano y en el de  ratón,  se  bloquea la unión  del  receptor  celular  para 
IFNy y neutraliza la habilidad  de  éste  para  inducir la actividad  antiviral  en  fibroblastos  y la 
actividad  citotóxica  no  específica  en  macrófagos.  En  cuanto  a la terminal  carboxilo,  dependiendo 
del  número  de  aminoácidos  eliminados,  depende la pérdida  de  funciones;  así  se  tiene  que  si  se 
eliminan  9  aminoácidos  del  IFN-y  humano,  resulta  en  una  pequeña o ninguna Nrdida de la 
actividad  biológica,  pero  si  se  remueven los residuos  del  129  al  143  de la proteína  resulta  en 
una  reducción  entre  10 y 100  veces  de la actividad  específica  de 1FN-y (Farrar y Schreiber, 
1993) 

1.2 C6lulas Productoras  de  Intetfer6n-y 

El  Interferón-y  es  producido  predominantemente  por  dos  tipos  de  células;  células  derivadas  del 
Timo  (T) o células  citotóxicas  naturales  (células  NK). La poblacibn  de  células  T  est&  compuesta 
por  células  CD4+  (T  auxiliares) y células  CD8+  (T  supresoras / citotóxicas).  Estas  poblaciones 
pueden  además  subdividirse  en  población  de  memoria,  de  acuerdo  con la expresión  del  isotipo 
de la proteína  de  superficie  celular  CD45.  Las cdulas de  memoria  (CD45RO+)  de  ambas 
poblaciones  (CD4+  y  CD8+)  pueden  producir  niveles  sustanciales  de la proteína  de  IFN-y,  sin 
embargo,  en  las  células  de  memoria  CD45RA+  obtenidas  del  cordón  umbilical o células T en la 
circulación  del  adulto  se  ha  demostrado  que  presentan  un  deterioro  en la habilidad  para  producir 
IFN-y. La población  de  las  células  T  CD4+  también  ha  sido  subdividida  en los subgrupos Thl y 
Th2.  En  el  humano  y el  ratón  el  subgrupo Thl ha  sido  identificado  por  su  habilidad  para  producir 
exclusivamente  IFN-y,  interleucina 2 (IL-2) y factor  de  necrosis  tumoral  (TNF).  El  subgrupo  de 
células  Th2  primariamente  produce  interleucina  4, 5 y 10 (IL-4,  IL-5  y  IL10)  (Mosmann  et  al., 
1986;  Young  and  Hardy,  1995). 
La  otra  población  de  c6lulas  productoras  de  IFN-y  en  circulación  es la de  linfocitos  grandes 
granulares o &lulas  NK.  Se  piensa,  que  éstas  células  son  una  de  las  primeras  líneas  de 
defensa  contra  infecciones  virales  y  bacterianas y posiblemente  del  cáncer.  Hay  dos  diferentes 
tipos  de  éstas  poblaciones  celulares;  las  que  expresan  niveles muy  altos  de  CD56, se piensa 
que  son  células  inmaduras y generalmente  producen  niveles  más  bajos  de  IFN-)I  que  la 
población  más  madura  con  expresión  de  CD56  dim  (Spits  et  al.,  1995). 
En  células  CD4+,  el  estímulo  fisiológico  más  importante  para la producción  de IFNy es el 
antigen0  en  el  contexto  de  clase II de los antígenos  del  complejo  mayor  de  histocompatibilidad 
(MHCII),  a  diferencia  de  las  células  CD8+,  que  el  principal  estímulo  es la presentación  de 
antígenos  clase I del  MHC.  En  células  NK  existen  dos  agentes  importantes  en la inducción  de 

.. 
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síntesis  de  IFN-y,  IL-2  e  IL-12  producidas  por  células T. Estas  linfocinas  pueden  actuar 
independientemente o sinérgicamente  para  estimular  la  producción  de  IFN-y  (Handa  et  a1.,1983; 
Young  and  Hardy,  1995). 
Existen  otras  células  capaces  de  sintetizar  IFN-y,  entre  ellas  se  encuentran  linfocitos  de  bazo, 
timocitos,  linfocitos  periféricos y algunas  líneas  de  linfocitos T transformados . 
En  general IFNy es  liberado  en  respuesta  a  varios  estímulos  inflamatorios  incluyendo 
fitohemaglutininas,  concavalina A, mitógenos,  lipopolisacárido  bacteriano,  ésteres  de  forbol, 
ionóforos  de  calcio y sobre  todo  IL2.  La  secreción  de  IFN-y  por  linfocitos  dependiente  de 
mitógenos,  depende  de la presencia  de  macrófagos, y se  ha  sugerido,  que  esta  dependencia 
está  dada  más  por  un  contacto  célula-célula,  que  por  productos  secretados  por  el  macrófago 
(Williams  et  al.,  1993). 

1.3 Actividades  de  Interferc5nr  en  Distintos  Tipos  Celulares 

El IFNy es  una ci tena que  juega  un  importante  papel  como  modulador  en  todas  las  fases  de 
la  respuesta  inmunológica  e  inflamatoria  (Farrar  and  Schereiber,  1993).  Esta  acción  modulatoria 
está  dada  a  concentraciones  muy  bajas  de la cito&na,  tan  bajas  como  picogramos,  son 
suficientes  para  producir  respuestas  biológicas,  sugiriendo  que  el  interferón  actúa  en  primer 
lugar  como  una  molécula  efectora  paracrina  (mediador  local).  Esta  habilidad  de  producir  efectos 
biológicos  a  concentraciones  muy  pequenas  es  una  característica  de  agentes  que  actúan  en 
sistemas  de  sefiales  de  transducción  attamente  especializados  (lNilliams  et  al.,  1993).  Las 
funciones  m&  importantes  del IFNy se  encuentran  resumidas  en  el  cuadro  2.  El  IFN-y  actúa 
sobre  células  que  poseen  el  receptor  para lFNy (IFN-yR)  induciendo la expresión  de  una  serie 
de  genes, el  espectro  de  esta  inducción  depende  del  tipo  de  célula y de la presencia  de  otras 
citocinas  que  pueden  sinergizar o antagonizar  su  actividad.  El  receptor  para IFNy , virtualmente 
se  encuentra  en  todas  las  células  del  cuerpo,  por lo tanto,  muchos  órganos y sistemas  pueden 
tener  respuesta  a la acción  de IFNy (Billiau  et  al.,  1998). 

Cuadro2. 
Actividades  bioldgicas  de IFNr 

Antitumoral 
Antiviral 
Antimicrobial 
Citostasis 
Diferenciación  dirigida  de  líneas  celulares 
Expresión  de  antígenos MHC 
Expresión  de  receptores  para  fracción  cristalizable Fc 
Activación  de  macrófagos 
Activacion  de  poliformonucleares 
Activación  de  células NK 
Activación  de  linfocitos 
Activaci6n  de  células  endoteliales 

Williams et  al.,  1 993 
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1.3.1 C6lulas presentadoras de antígeno (APCs) 
El lFNy es  especialmente  conocido  por  aumentar  la  actividad  en  células  presentadoras  de 
antígeno.  Entre  las  llamadas  APCs  profesionales,  se  encuentran  las  células  dendríticas, 
fagocitos  mononucleares y linfocitos 6, las  cuales  constitutivamente  expresan  moléculas  del 
complejo  mayor  de  histocompatibilidad  (MHC)  Clase II, aumentando,  por lo tanto la efectividad 
de  la  presentación  de  antígeno  a  células  T  CD4+. IFN-y también  puede  aumentar  moléculas  de 
clase I en  las  células  que  presentan  péptidos  endógenos  a  células T citotóxicas  CD8+  (York I. 
and  Rock K., 1996) 
La  elevación  de  la  expresión  molecular  de  antígenos  clase I y clase II sobre la superficie  de  las 
células  después  de la exposición  a IFNr conlleva  a la regulación  a  la  alta  de  una  gran  variedad 
de  genes,  de los cuales,  sus  productos  desempeñan  distintos  papeles  en  las  rutas  de 
presentación  de  antígenos.  (Boehm  et  al.,  1997). 
IFN-y, tiene  una  función  importante  en la modificación  de  proteosomas,  modulando la expresión 
de  enzimas y componentes  no  enzimáticos.  El  proteosoma  es  un  complejo  enzimático  formado 
por  varias  subunidades  que  es  responsable  de la generación  de  todos los péptidos  que  se  unen 
a  las  proteínas  de MHC  clase I. En  células  tratadas  con 1FN-y existe  un  aumento  en la 
inducción  del  proteosoma 20s y de la subunidad  no  enzimática  PA28.  Esta  proteína  es  un 
componente  no  enzimático  del  proteosoma  que  se  une  a éI, alterando  con  esta  unión  su 
especificidad  (Boehm  et  al.,  1997;  Groettrup  et  al.,  1996).  Finalmente IFN-y incrementa la 
expresión  de los procesadores  asociados  con la presentación  del  antígeno  (TAP)  TAP 1 y TAP2, 
los cuales  transfieren  péptidos  generados  por  el  proteosoma  en  el  citoplasma,  hacía  el  retículo 
endoplásmico,  en  donde  ellos  se  unen  a  cadenas  nacientes  de  MHC  clase I. De  esta  manera, 
IFNy aumenta la inmunogenicidad,  incrementando  el  repertorio  y la cantidad  de Nptidos 
desplegados  en  asociación  con  proteínas  MHC  clase I (Epperson  et  al.,  1992). 

1.3.2 COlulas B 
Cuando  un  antígeno  extraño  reacciona  con  la  inmunoglobulina  complementaria  de  superficie 
celular, los linfocitos  B  proliferan y se  diferencian  en  células  plasmáticas y células  de  memoria. 
Las  células  plasmáticas  son  las  responsables  de la producción  de  anticuerpos y las dlulas de 
memoria  antígeno - específicas,  son  las  responsables  de  diferenciarse  en  células  plasmáticas 
en  subsecuentes  exposiciones al mismo  antígeno  para  iniciar la respuesta  secundaria  de 
producción  de  anticuerpos.  En  general  para  que  las  células B se activen  ante  la  exposición  al 
antígeno,  requieren  de la cooperación  de  las  células  T  ayudadoras. 
La actividad  de IFN-y sobre  éstas  células se cree  que  depende  del  grado  de  diferenciación  en 
que se encuentre la célula.  Células B en  reposo,  no  parecen  ser  afectadas  por IFNy, sin 
embargo,  cuando  las  células  B  se  encuentran  preactivadas  son  inhibidas  para  su  nueva 
diferenciación,  sobre  todo la diferenciación  requerida  para la producción  de  lnmunoglobulina M 
(IgM).  En  poblaciones  celulares  maduras, IFN-y tiene  efectos  antiapoptoticos  (Abed,  et  al,  1994), 
a  diferencia  del  efecto  reportado  en  estudios in vitro con  cultivos  de  líneas  celulares  normales 
preB  de  ratón y de  humano,  donde  las  células  continiian  hacia la apoptosis  (Billiau  et  al., 
1998). 
Se ha  visto  que  el  papel  de IFNy es  disminuir la respuesta  inmunológica  secundaria, 
presumiblemente  por  un  efecto  en la función  de  las  células  de  memoria  (Williams  et  al.,  1993). 
También  se ha encontrado  que IFN-y disminuye la sintesis  de  lnmunoglobulina 2A (lg2A) 
cuando  las  células B son  estimuladas  con  IL-2 o con  lipopolisacárido  (LPS).  También  tiene  un 
efecto  antagónico  sobre la síntesis  de  lnmunoglobulina E (IgE)  inducida  por IL-4 (Stark  et  al., 
1998).  Debido  a la actividad  de IFN-y, los linfocitos B son  capaces  de  intercambiar  cadenas 
pesadas  de  lg, lo cual  es  muy  importante,  porque los diferentes  isotipos  de  lg,  promueven 
distintas  funciones  efectoras  en  el  huésped,  es  así  como IFN-, puede  facilitar la interacción 
entre la respuesta  inmune  humoral y celular,  incrementando la defensa  del  hubsped  contra 



ciertas  bacterias o virus  (Snapper  et  al.,  1988).  Además,  también  se  sabe  que  en  células B, IFN- 
y inhibe  la  expresión  de MHC  clase II, dependiente  de  IL-4  (Mond  et  al.,  1986). 

1.3.3 Cdlulas T 
El IFN-y  juega  un  papel  dual  en  el  proceso  de  desarrollo y diferenciación  de  células T auxiliares 
CD4+.  En  primer  lugar  facilita  la  producción  de Thl promoviendo  el  aumento  de  IL-12  en  células 
presentadoras  de  antígeno.  IL-12  es  el  efector  proximal  que  dirige  la  diferenciación  a  células 
Thl. Además,  IFN-y  mantiene  la  expresión  de  la  subunidad  2p  del  receptor  para  IL-12  en  las 
células  T  CD4+  que  se  están  diferenciando,  preservando  su  capacidad  para  responder  a  IL-12 
(Szabo  et al.,  1997).  En  segundo  lugar, 1FN-y bloquea  la  diferenciación  de  células  Th2 
inhibiendo  la  producción  de  IL-4, el cual  es  requerido  para  la  formación  de  este  tipo  de  células, 
suspendiendo  así  su  proliferación.  También IFNy es  un  activador o sefializador  de  muerte  para 
clones  de Thl, dependiendo  del  tipo  de  coestímulo  que  ocurre  durante  su  activación  (Gajewski 
and  Fitch,  1988;  Liu  and  Janeway,  1990;).  Sin  embargo,  se  ha  reportado  un  efecto  contrario  de 
IFN-y,  sobre  células T malignas  de  humanos y ratón,  en  las  cuales  se  promueve  la  proliferación 
celular  (Novelli  et  al.,  1994) 
IFN-y,  IL-1  e  IL-2  están  estrechamente  relacionadas  en  la  activación  de  células  T. IFNy actúa 
indirectamente  promoviendo  la  proliferación  de  células T por  medio  de  la  inducción  en el 
macrófago  de  liberación  de  IL-1,  la  cual  regula  a  la  alta los receptores  celulares  para  IL-2.  IL-2, 
a  su  vez,  estimula  la  proliferación  e  induce  citotoxicidad  a  células T. (Williams,  et  al.,  1993). 

1.3.4 Cdlulas  endoteliales 
Otro  importante  blanco  de lFNy es  la  célula  endotelial. IFNy está  entre  las  citocinas  que 
aumentan  la  expresión  de  Moléculas de Adhesión  lntracelular  1 (CAM-1) resultando  en  un 
incremento  en  la  adhesividad  por  la  expresión  de  leucocitos  de  la  integrina  LFA-1,  esto  puede 
significar  que el IFNy producido  tempranamente  en  una  forma  inflamatoria  inespecífica  (por 
ejemplo  en  células  NK ) es  w-responsable  para una  adhesión  firme  de  linfocitos  a  las  células 
endoteliales  en  venas  postcapilares,  como  un  preludio  a  su  esparcimiento y su  posterior 
diapedésis  (Billiau  et  al.,  1998). CAM-1 es  una  glicoproteína  que  pertenece  a  la  superfamilia  de 
genes  de  las  inmunoglobulinas,  sirve como un  ligando  específico  para  receptores  expresados  en 
los leucocitos;  también  juega  un  papel  importante  en  la  adhesión y trasmigración  de  leucocitos 
a  sitios  de  inflamación, y regula  a  la  alta  la  expresión  de  esta  misma  glucoproteína  durante  la 
respuesta  inflamatoria  aumentando  por lo tanto,  la  migración  de los leucocitos ( Naik  et al., 
1997). 

1.3.5 Cdlulas  hematopoydticas 
En  las  células  hematopoyéticas  progenitoras,  el  IFN-y  generalmente  desempeiia  una  actividad 
supresora  para  este  tipo  de  células  en  etapas  de  desarrollo  temprano  cuando  actúa  como  un 
agente  Único,  pero  cuando  esta  presente  en  la  médula  ósea  junto  con  otras  citocinas, 
incluyendo  IL-3 y factor  de  célula  madre  (stem  cell  factor- 
SCF),  puede  actuar  como  amplificador  del  desarrollo  de  célula  progenitora  (Shiokara  et  al., 
1993). 
IFN-y  puede  tener  efectos  opuestos  sobre la población de células,  dependiendo  de  la  expresión 
que  se  dé  de  la citmna en  un  microambiente  localizado.  Por  si  misma,  la  presencia  de  IFN-y 
inhibe  la  proliferación y muerte  celular  de  células  progenitoras  muy  primitivas y promueve  la 
proliferación  de  células  progenitoras  más  maduras,  &to  puede  suceder  en  situaciones  que 
requieran  de  un  aumento  en  la  demanda  de  células  sanguíneas,  tales  como  infección o 
inflamación,  en  donde  se  estimula  la  expansión  de  células  progenitoras  comprometidas,  su 
diferenciación  y  proliferación  a  células  maduras, y al  mismo  tiempo  reservarlas  de los 
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compartimentos  de  células  muy  primitivas  para  reclutarlas y que  permanezcan  almacenadas 
para  evitar  que  estos  compartimentos  se  agoten  (Snoeck  et  al.,  1994). 

1.3.6 Neutrbfilos y poliformonucleares 
IFN-y  es  un  potente  activador  de  las  funciones  de  leucocitos  polimorfonucleares  (PMN), 
promueve  su  acumulación  en  el  sitio  de  inflamación,  inhibiendo  su  salida  después  de  que  ellos 
han  sido  reclutados  por  quimioatrayentes,  pero,  aunque  IFN-.y  aumenta la adhesión  endotelial, 
éste  no  incrementa la unión  de  PMN  al  endotelio.  Esta  activación  puede  depender  en  parte  de  la 
inducción  de  receptor  de la fracción  cristalizable  (FcR),  que  es  mediada  a  través  de  mecanismos 
que  resultan  en la supervivencia  de  PMN  en  un  estado  totalmente  funcional  (Williams,  et  al., 

Uno  de los mecanismos  primarios  de  remoción  de  patógenos  es la fagocitosis  por  PMN. La 
fagocitosis  puede  ser  facilitada  por la presencia  de  un  anticuerpo  unido  a  un  antígeno  extraño. 
La presencia  de  receptores  para la fracción  cristalizable  (Fc)  de los anticuerpos,  aumenta  la 
eficiencia  de  unión  de los PMN  a la partícula  extraña, lFNr incrementa la expresión  sobre  PMN 
del  receptor  de  alta  afinidad  para  el  Fc  de la inmunoglobulina  G  (IgG), lo que  repercute  en  un 
incremento  en la unión  e  ingestión  de  partículas  cubiertas  con  esta lg (Young  and  Hardy,  1995). 
Además IFNr por  si  mismo  tiene  mínimos  efectos  sobre  el  metabolismo  oxidativo y producción 
de  anión  superóxido,  pero  dramáticamente  aumenta  el  anión  superóxido  en  PMN  con la 
presencia  de  un  coestímulo,  como  es  el  caso  de  lipopolisacáridos,  n-formil-metionina o esteres 
de  forbol.  Este  efecto  de  imprimación  puede  ser  abolido  por  inhibidores  de  síntesis  de  proteínas 
(Williams,  et  al.,  1993). 

1993). ” 

I .3.7 Monocitos/  macr6fagos. 
Los macrófagos y los neutrófilos,  que  son  las  dos  células  fagocíticas  especializadas,  se  originan 
en la médula  ósea  a  partir  de  una  célula  progenitora  común  denominada  célula  progenitora  de 
granulocitos y macrófagos  (GM),  debido  a la actividad  de  diferentes  citocinas o factores 
estimuladores  de  colonias  (CFSs) los GM  se  diferencian  formando  colonias . La  población  más 
inmadura  en la médula  ósea  que  exhibe  características  de  macrófagos  está  representada  por 
monoblastos,  éstas  células  dan  lugar  a  promonocitos  y  monocitos  en la misma  médula  ósea.  De 
aquí, los monocitos  entran  a  circulación y en  respuesta  a  diferentes  estímulos,  como  pueden 
ser, la presencia  de  linfocinas,  cuerpos extraios o infección,  migran  hacia los órganos y tejidos, 
donde  ellos  se  diferencian  a  macrófagos  (Vermeulen  et  al.,  1987).  Una  parte  de  estos 
macrófagos  diferenciados  da  lugar  a  una  extensa  población  de  macrófagos  inmóviles  en  piel, 
pulmones,  hígado  e  intestino. 
Los macrófagos  funcionan  como  una  población  celular  clave  en  la  respuesta  efectora  innata y 
adaptativa  de la respuesta  inmune,  adem&  de  ser  considerada la primera  línea  de  defensa  de 
un  organismo  contra  agentes  infecciosos ( Buchmeier  and  Schreiber,  1985).  Para  que  el 
macrófago  pueda  desempeirar  estas  funciones,  debe  primero  activarse, lo cual  es  un  proceso 
reversible  que  involucra  una  serie  de  cambios  bioquimicos y funcionales  que  les  generan 
cambios  importantes  en  su  morfología,  metabolismo y fisiología  (Adams  and  Hamilton,  1984). 
Ahora se sabe  que IFNy, es uno  de los principales  factores  de  activacidn  de  macrófagos  (MAF) 
que  influye  en la mayoría  de  las  funciones  de  ésta  célula,  incluyendo  procesamiento y 
presentación  de  antígeno,  eliminación  de  antígenos  intracelulares,  citotoxicidad  contra  células 
tumorales y elaboracidn  de  citocinas,  sin  pasar  por  alto  el  reclutamiento  de 
monocitos/macrófagos,  promoviendo  por lo tanto,  su  diferenciación  mieloide  (Williams,  et  al., 
1993). 
Probablemente lo más  relevante  en la presentación  de  antígeno,  es la inducción  de la expresión 
a la alta  de los genes  de  MHC II y la  expresidn  de  las  proteínas  traducidas  en  la  superficie  del 
macrófago,  siendo  ésta,  una  respuesta  a la actividad  de  IFN-y.  Ambos,  macrófagos  como línea 
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celular y como  macrófago  normal  pueden  ser  inducidos  a  la  expresión  de  MHC  clase II (isotipos 
HLA-DR, DQ y DP  en  el  humano y IE y IA en  el  ratón)  por  la  acción  de  esta  citosina.  Un 
antígeno  extraño  puede  ser  reconocido  por los linfocitos T, solo formando  un  complejo  con los 
antígenos  de  MHC  clase II de los macrófagos , dado  que  cuando  un  antígeno  es  detectado  por 
un  macrófago, o éste  se  encuentra  ya  en  un  proceso  inflamatorio,  su  membrana,  sufre 
dramáticos  cambios y expresa  en  ello los antígenos  MHC  tipo II (Glimcher  and  Kara,  1992) 
Otra  de  las  rutas  activadas  por IFNy en  el  macrófago,  es  la  síntesis  de  óxido  nítrico  (NO),  en 
donde  se  involucran  dos  mecanismos  muy  importantes  como la producción  intermedia  de 
nitrógeno y oxígeno  reactivos.  El  oxígeno  reactivo  intermediario  es  generado  como  un  resultado 
del  ensamble  de  NADPH  oxidasa,  formada  como  resultado  de  una  translocación  inducida  de 
dos  subunidades  enzimáticas  citosólicas  hacia la membrana  plasmática,  donde  se  combinan 
con  el  citocromo  b558,  un  componente  de la cadena  de  transporte  de  electrones  asociado  a la 
membrana.  Esta  enzima  efectúa  una  transferencia  de  un  electrón  al  oxígeno,  produciendo  un 
anión  superóxido,  el  cual  en  su  turno,  es  usado  para  generar  más  componentes  oxígeno- 
tóxicos,  como  peróxido  de  hidrdgeno y radicales  hidroxilo. El intermediario  de  nitrógeno  reactivo, 
particularmente  óxido  nítrico (NO), son  generados  en  macrófagos  de  ratones  como  resultado  de 
una  transcripción  del  gen .que codifica la forma  inducible  de la enzima  oxido  nítrico  sintasa 
(¡NOS)  la  cual  es  dependiente  de  IFN-y,  donde el  factor1  regulado  por  IFN  (IRF1)  es 
indispensable  para la inducción  de  ¡NOS  (Kamijo  et  al.,  1994).  Esta  enzima  cataliza la formación 
de  grandes  cantidades  de  NO,  el  cual  elimina  a  células  blanco  por  uno  de  dos  mecanismos. 
Primero,  este  puede  formar  un  complejo  nitrosil-hierro  con los grupos  Fe-S  de  aconitasa, 
complejo I y complejo II, inactivando  así la cadena  de  transporte  de  electrones  mitocondrial, 
provocando  el  aumento  en la obtención  de  energía  por  la vía de la glucolisis,  reduciendo la 
cantidad  de  ATP y decreciendo la síntesis  proteica.  Estas  alteraciones  metabólicas  son  similares 
a los efectos  desencadenados  por NO en dlulas tumorales.  Alternativamente,  NO,  puede 
reaccionar  con  el  anidn  superóxido  para  formar  peroxinitrito,  el  cual  se  descompone 
rápidamente  a  una  forma  altamente  tóxica  de  radicales  hidroxilo  (MacMiking  et  al.,  1997).  Se  ha 
encontrado  que  en  algunas  líneas  celulares, los macrófagos  son  capaces  de  inducir  muerte 
apoptótica  en  algunas  células  tumorales  usando  NO  como  efector  citotdxico,  sin  necesidad  del 
contacto  intimo  entre  las  células  (Albina  and  Reichner,  1998). 
IFN-y  modula la expresión  de  otras  moléculas  de  superficie  incluyendo  receptor FcRl para  IgG 
monomérica y ciertos  antígenos  asociados  a  tumor.  Este  receptor  ayuda  al  reconocimiento, 
adherencia y activación  de  fagocitos,  resultando  en  un  aumento  en  la  eliminaci6n  de  bacterias y 
células  tumorales. 
Los  macrófagos  elaboran  una  gran  variedad  de  mediadores  inflamatorios,  muchos  de  estos 
mediadores  posteriormente  modulan  las  funciones  de los linfocitos. 1FN-y amplifica la producción 
del  factor  de  necrosis  tumoral  (TNF)  y  IL1,  cuando  el 1FN-y es  acompañado  de  endotoxinas, la 
síntesis y de  estas  dos  monocinas  se  aumenta  significativamente  (Williams  et  al.,  1993). 
Se  ha  visto  tambien  que  en  macrófagos  humanos, IFNy estimula la síntesis y secreción  de 
factores  de  complemento B Y C2,  esta  respuesta  es  comparable  con la obtenida  en  macrdfagos 
de  ratdn  en  la  síntesis  y  secreción  también  del  componente C3 de  complemento  (Stnrnk  et  al., 
1985). 
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1.4 Ruta de  SeAalizacidn 

Para  que la señalización  de  IFN-)I  se  lleve  a  cabo,  se  requiere  de la participación  de los 
siguientes  componentes:  a)  Un IFNy dimérico,  b)  2  proteínas  integrales  de  membrana  tipo  1; 
lFNg  receptorl(lFNgR1)  e  lFNg  receptor2  (IFNgR2), éstas  proteínas  constituyen  las 
subunidades  del  receptor  para IFNy, c)  las  proteínas  Janus  Quinasas 1 y 2  (JAK1, JAW), y, d) 
Proteína  transductora  de  señal y activadora  de  transcripción 1 (STAT1).  Se  piensa  que  la 
mayoría  de  los  procesos  biológicos  generados  por  IFN-)I  en  vivo y en  vitro  se  generan  por  esta 
vía.  (Stark  et  al.,  1998). 

1.4.1 Receptor 
El receptor  para  IFN-y  está  conformado  por  dos  subunidades,  cada  una  de  ellas  constituida  a la 
vez  de  dos  cadenas  polipeptídicas  (Marster  et  al.,  1995:).  Estas  dos  subunidades,  pertenecen  a 
la clase  2  de la familia  de  receptores  de  citocinas,  caracterizados  porque  su  dominio  intracelular 
de  cada  subunidad,  carece  de  actividad  intrínseca  de  cinasa o fosfatasa  (Bazan  F.  1990).  Este 
receptor,  es  expresado  en  todas  las  células  (con  la  posible  exclusión  de  los  eritrocitos  maduros) 
y cuya  característica  es  que  produce  una  alta  especificidad  de  especie  para  unir IFN-y  debida  a 
los dominios  extracelulares  (Bach  et  al.,  1997). 
La subunidad IFNgRl , (llamadas  anteriormente  las  cadenas a o CDl 9w),  está  codificada  por  un 
gen  de  30  Kb,  localizado  en  el  brazo  largo  del  cromosoma 6 en  el  humano  (Aguet  et  al.,  1988, 
su  homólogo  de  ratón  es  un  gen  de  22  Kb,  presente  en el cromosoma  10  (Hemmi  et  al.,  1994). 
Ambos  genes ( ratón  y  humano)  están  formados  por  7  exones,  de los cuales,  del  exón 1 al 5 
codifica  el  dominio  extracelular  del  receptor,  el  exón 6 codifica  una  pequefia  porción  del  dominio 
extracelular  y el dominio  transmembrana  completo, y el exón  7  codifica  el  dominio  intracelular 
del  receptor.  Este  gen  no  es  regulado  por  estímulos  externos. La transcripción  de  este  gen  en 
humano y ratón, da como  resultado  un  ARNm  transcrito  de  2.3  Kb.  El  receptor  es  sintetizado  en 
el  retículo  endoplásmico,  de  donde  viaja  hacia  el  aparto  de  Golgi,  en  este  trayecto,  es 
modificado  por  adición  de  N-glicosilaciones  (carbohidratos  unidos  en  sitios  N)  (Hersey  and 
Schereiber,  1989;  Fischer  et  al.,  1990).  En  el  dominio  extracelular  se  han  identificado 
secuencias  importantes  relacionadas  a la especificidad  de  especie  del  proceso  de  unión  ligando- 
receptor. A diferencia  del  dominio  intracelular,  donde  se  encuentran  dos  distintas  regiones 
involucradas  en la señalización y transducción  (Farrar  et  al.,  1993;  Hemmi  et  al.,  1994;  Schindler . 
and  Darnell,  1995; ). 
El IFNGR2,  llamado  anteriormente  cadena j3 o factor  1  accesorio,  está  codificado  por  un  gen 
localizado  en  el  cromosoma  21q22.1  en  el  humano, y en el  ratón  se  encuentra  en  el  cromosoma 
16, éste  gen  consta  de  17  Kb y está  formado  por  7  exones. La transcripción  de  este  gen, 
genera  un  ARNm  de  1.8  Kb  en el humano  y de  2 Kb  en el  ratón(  Farrar MA y Schreiber  RD., 
1993;  Bach  et  al.,  1997). 
En  esta  subunidad  IFNgR2, se ha  encontrado  tambibn,  un  dominio  intracelular  muy  importante 
para la ruta  de  sefialización,  ya  que  interviene  en la estabilización  del  complejo  formado  entre  el 
ligando y el IFNgRl ( Marsters  et  al.,  1995). 
En  un  estudio  realizado  con  ratones  mutados  para el gen  que  codifica  IFNgR2, se encontrb,  que 
estos  ratones  despliegan  grandes  defectos  en  las  respuestas  a  IFN-y.  Las  diferencias 
observadas  fueron  primero  una  falla  en la inducción  de la expresión  de  genes,  al  parecer  dada 
por  una  deficiencia  en la activación  de  STAT l .  Los linfocitos  B,  también  se  ven  afectados  por la 
disfunción  de  IFNGR2,  los  cuales  no  pueden  llevar  a  cabo  las  funciones  desencadenadas  por 
IFNy inhibiendo  el  intercambio  de  cadenas  pesadas  de  lg;  producción  de 192, sin  olvidar la 
inhibición  el  intercambio  de  IgE  e  IgG1.  Tambikn  se  encontró  alteraciones  en la diferenciación 
de  células Thl y en la inmunidad  celular.  Con  todos  estos  cambios  en  diferentes  tipos  celulares 
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a  causa  de la disfunción  de INFGR2, se ha demostrado  el  papel  esencial  que  tiene  IFNgR2  en la 
respuesta  inmune  mediada  por IFN-y, activando  la  ruta  JAK -y STAT  (Lu  et  al.,  1998). 
Las  propiedades  de  cada  una  de  estas  subunidades  del  receptor  para interferónq, se  presentan 
en  el  cuadro 3. 

Cuadro 3. 
Propiedades de las subunidades INFgRl e lFNgR2 del  receptor  para IFNy 

Propiedades 

Secuencia  primaria 
Péptido  seaal 
Forma  madura 
Homología 

Localizacion  en  el  cromosoma 

Estructura  del  dominio 
Extracelular 
Transmembrana 
Lntracelular 

Sitios  potenciales  N-glícosilados 

Peso  molecular  (kDa) 

Tirosinas  ititracelulares  conservadas 

T 
iumana 

17  aa 
472  aa 

6 

228  aa 
23  aa 
221  aa 

5 

52.5 

INFgRl 

52% 

5 

” 

Ratón 

26  aa 
451  aa 

10 

288  aa 
23  aa 
200  aa 

5 

49.8 

lFNgR2 

Humano 

21  aa 
316  aa 

21 

226  aa 
24  aa 
66 aa 

5 

34.8 

Bach 

58% 

3 

tal., 1s 

Ratón 

18 aa 
31  4  aa 

16 

224  aa 
24 aa 
66 aa 

6 

35.6 

7 

1.4.2 La  familia  Janus  Quinasa  (JAKs) 
Esta  familia  representa  a  distintas  tirosinas  quinasas  solubles,  que  han  sido  implicadas  en la 

‘ transducción  de  señales  de  muchos  miembros  de la familia  de  citocinas.  En  mamíferos los Jaks 
que  han  sido  identificados  son JAKl , JAK2,  JAK3 y Tyk2. 
Aunque  hay  discusi6n  en  cuanto  a los substratos  de  JAKs,  las  tirosinas  fosforiladas de los 
receptores,  forman  sitios  desembarcadero  para  proteínas  con  dominios  de  fosfotirosina  unidos, 
los  cuales  en  su  momento,  también  son  substratos  para  JAK. La familia  de  factores  de 
transcripción  STAT, es un  ejemplo. 
En  humanos el  gen  para JAKl reside  en  el  cromosoma ip31.3 y JAK2  en el 9p24,  en  el  ratón 
los  genes  se  encuentran  localizados  en  el  cromosoma 4 y 19,  respectivamente  (Leonard y 
O’Shea, 1998). 
Las  características  que  distinguen  a la familia  Jak  de la familia  proteínas  Timsina  Quinasa 
(PTK),  es la existencia  en  el  genoma  de  dominios  de  pseudoquinasas,  junto  con  dominios 
catalíticos  auténticos  (tandem  de  dominios  de  pseudoquinasa  y  quinasa).  Tambien  se  han 
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detectado 7 segmentos  de  homología  (JH)  del  JH1  al  JH7,  siendo  importante  puntualizar,  que  a 
excepción  de  JH1 o dominio  catalítico,  las  demás  regiones  permanecen poco estudiadas. El 
dominio  JH1  tiene la característica de  un  dominio típico  de  tirosina  quinasa,  en  donde los 
residuos  de  tirosina,  juegan  un  papel  importante  en la  regulación  de  la  actividad  catalítica 
(Leonard y O’Shea,  1998). 
El  dominio  JH2 o pseudoquinasa,  podría  tener la función  de  sitio  desembarcadero  para  otras 
moléculas  de  señalización.  Este  dominio  también  se  asocia  con los STATs. 
En  cuanto  a  la  terminal  N  (amino)  de la molécula  de  JAKs,  se  le  ha  comprobado  la  habilidad 
para  unir la citosina  al  receptor. 
Sólo JAKl y JAK2  participan  en la ruta  de  señalización  de 1FN-y y se  caracterizan  por  ser  largas 
proteínas  de  aproximadamente  1150  aminoácidos  con  un  peso  molecular  aproximado  de  120 - 
135 kDa.  El  ARN  transcrito  presenta  un  rango  de  4.4  a  5.4  kb  de  largo, y JAK2  presenta  dos 
transcritos.  Estas  quinasas,  son  expresadas  en  muchas  células  de  diferentes  tejidos, lo cual  es 
explicable  por la amplia  distribución  de la actividad  de  las  citocinas  en  diferentes  órganos 
(Schindler y Darnell  J.1995). 
En la ruta  de  señalización  desencadenada  por la unión  de IFN-y con  su  receptor, IFNgRl se 
asocia  con JAKl e  IFNgR2  se  asocia  con  JAK2. 
Por lo tanto,  JAKs  satisfacen  dos  criterios  claves  que  podrían  ser  básicos  en la unidad  de la 
transducción  de  señal  usada  por  receptores  de  citocinas: la primera, la asociación física  con 
subunidades  del  receptor, y la segunda,  que  ellos son componentes  esenciales  de la propia 
señalización  (Leonard y O’Shea,  1998). 

I .4.3 Proteínas  transductoras  de  sena1 y activadoras  de  transcripcidn (STATs) 
STATs,  pertenecen  a  una  familia  de  proteínas  latentes  en  el  citoplasma  que  son  activadas  para 
participar  en el control  de  genes  cuando la &lula  se  encuentra  con  uno o varios  polipéptidos 
extracelulares.  Estudios  bioquímicos y de  genética  molecular,  las  han  definido  como  moléculas 
diméricas  con  un  sitio  de  fosforilación  de  tirosina,  un  dominio  de  unión  2  fosfotirosina  (SH2),  con 
secuencia  homóloga  a  Src ( proteína  quinasa  asociada  a  membrana  que  fosforila  proteínas 
diana  sobre  residuos  de  tirosina),  un  dominio  de  interacción  con  ADN y varios  dominios  de 
interacción  proteína-proteína. 
En  general, la ruta  que  estas  proteínas  recorren  desde su  activación  hasta la  regulación  de la 
transcripción  de  algunos  genes,  se  lleva  a  cabo  de  la  siguiente  manera:  Cuando  un  polipéptido 
extracelular  interactúa  con su  respectivo  receptor  de  superficie,  desencadena la  activación  de 
factores  de  transcripción  que  se  encuentran  latentes  en  el  citoplasma, los STATs.  Estas 
proteínas  activadas se fosforilan  en la tirosina,  posteriormente  se  dimerizan  por  interacción 
recíproca  de su  fosfotirosina  SH2 y entran  al  núcleo  para  regular la transcripción  de  varios 
genes  (Damell J.,  1977). 
En  mamíferos  se  conocen 7 de  estas  proteínas: STATl, STAT2,  STAT3,  STAT4,  STAT5, 
STAT5b y STATG.  (Leonard y Lin, 2000). En  general  estas  proteínas  constan  de 750 a  800 
aminoácidos,  con la probable  excepción  de  STAT2 y STATG,  las  cuales  constan 
aproximadamente  de  850  aminoácidos. 
Las  proteínas  STAT  desempeñan 6 funciones  esenciales; a)  unir  tirosinas  fosforiladas, b) 
fosforilar  ellas  mismas  sus  tirosinas, c) dimerizarse,  d)  translocarse  hacia  el  núcleo,  e)  unirse  al 
ADN, y 9 modular la expresión  de  genes  (Kasuroni I. y Leonard  J.,2000). 
STATl, es la única  proteína  de  este  grupo  que  se  activa  por  medio  de  IFN-y, los genes  que la 
codifican  se  encuentran  como  agregación  (grupo)  cromosomal  sobre  el  cromosoma 1 en el ratón 
(Bach  et  al.,  1997;  Leonard y O’Shea,  1998) y que  en  el  cromosoma  humano  equivale  a  2, 
banda  q12  a  93  (Schindler y Darnell  J.1995;  Darnell J Jr.,,  1997) 
STATla fue la primera  proteína  descrita  en  dos  formas;  como  una  proteína  constituida  por 750 
aminoácidos, y tambibn  como  una  proteína  con  su  terminal  carboxil  -COOH  en  el  aminoácido 
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712,  la  cual  se  conoce  como STATlp. Estas  dos  proteínas  tienen  funciones  distintas, y se  cree 
que  estas  diferencias  son  debidas  al  proceso  de  maduración  del  ARNm  (Schindler y 
Darnell,  1995). 

1.4.4 Mecanismo  de  transduccidn  de  la senal. 
El conocimiento  de la ruta  de  señalización  es  el  resultado  de  un  largo  proceso  de 
experimentación  conducidos  a la par  con  estudios  de  caracterización  del  receptor  de  IFN-y, los 
cuales,  identificaron  dos  clases  de  proteínas  involucradas  en  la  respuesta  celular  mediada  por 
IFNy. La  primera  clase,  llamada  proteínas  STAT, y la segunda  que  consiste  en  un  grupo  poco 
usual  de  proteínas  tirosina  quinasas,  llamada  JAKs,  ambas  descritas  anteriormente. La 
combinación  de  éstos  dos  hallazgos,  permitieron  la  definición  de  una  nueva  ruta  de  transducción 
de  señales,  actualmente  conocida  como  la  ruta  JAK-STAT,  que es la responsable  de la 
mediación  de la activación,  si  no  de  todos,  de la mayoría  de los genes  inducibles  por IFNy 
(Schindler y Darnell,l995; Heim M., 1999). 
El IFNgRl presenta  dos  regiones  distintas  muy  importantes  en la señalización y transducción  en 
el  dominio  intracelular.  La  primera,  proximal  a  la  región  transmembrana,  con la secuencia  en  las 
posiciones  266-269  Leu-Pro-  Lys-  Ser  (LPKS),  teniendo  un  papel  funcionalmente  dominante la 
prolina  en la posición  267  tanto  para la internalización  del  receptor-ligando, como en la 
respuesta  biológica  (es  donde  se  une  con JAKl). La  segunda  región,  cerca  de  la  terminal 
carboxil,  con  la  secuencia  Tyr-Asp-Lys-Pro-His  (YDKPH)  en  las  posiciones  440-444,  siendo 
especialmente  importante  Tyr-440  (Y-440) y secundariamente,  Asp-441  (D-441) y His-444, los 
cuales  son  requeridos  para la respuesta  biológica,  (es  donde  se  une  con STATl) (Bach  et  al., 
1995;  Kaplan  et  al.,  1996). 
En la subunidad  del  receptor,  IFNGR2  ha  mostrado  un  dominio  intracelular  muy  importante  para 
la  señalización,  que  se  encuentra  en la región  proximal  a  la  membrana  constituido  por  66 
aminoácidos,  con  dos  secuencias  espaciadas  (263-PPSIP-267  y  270-IEEWL-274),  éstas 
secuencias  tienen  un  papel  obligado  en la inducción  de la respuesta  (donde se une  con  JAK2) 
(Bach  et  al.,  1997) 
Se  han  realizado  estudios  con  mutantes  de IFNy, que  se  unen solo a  una  cadena  de la 
molécula  de IFNGRl, para  determinar  si  este  Interferóny  monovalente  (molécula  diseñada), 
que solo activa  una  cadena  del  receptor,  es  decir,  que  puede  unirse  con  la  mitad  del  complejo 
receptor  (a  una  cadena  de  lNFgR1  y  a  una  cadena  de  IFNgR2),  puede  activar  la  señal  de 
transducción, y conocer,  si  esta  señal  de  transducción  es  suficiente  para  tener  completa  la 
bioactividad  del  IFN-y. Los resultados  obtenidos  demuestran  que  esta  activación  de  la  mitad  de 
4  cadenas  del  complejo  receptor,  es  suficiente  para la activaci6n  de STATla, inducción  del 
antigen0  de  superficie CMH clase I, y actividades  antiproliferativas  y  antivirales.  Sin  embargo,  la 
interacción  del  ligando  con  ambas  subunidades  del  complejo  del  receptor  es  requerida  para  una 
alta  afinidad  de la actividad  de  IFN-, y una  máxima  activación  eficiente  del  complejo  receptor 
IFN-y  (Krause et al., 2000) 
En  células  no  estimuladas,  las  subunidades  del  receptor  para  IFN-y , no  se  preasocian 
fuertemente,  pero  cuando  el  ligando  se  une  a  su  recsptor,  induce  el  ensamble  de  un  complejo 
receptor  activado  para 1FN-y  que  consiste  en  dos  cadenas  de IFNgRl y dos  cadenas  de 
IFNgR2.  En  estudios  realizados  en  el  sistema  de  transducción  de  señal  mediada  por  el  sistema 
receptor  de  IL-6,  (gp  130),  se  revelaron  dos  secuencias  importantes  en  el  dominio  intracelular 
proximal  a la membrana  de  este  receptor  que se conservaron  entre los miembros  de  la 
superfamilia  de  receptores  para  citocinas.  Estas  secuencias  fueron  llamadas  caja  1 y caja 2 
(Murakami  et  al.,  1991).  Posteriormente  se  demostró,  que  estas  cajas  son  importantes  en  la 
mediación  de la interacción  entre  ciertos  dominios  citoplasmáticos  del  receptor  de citdnas y 
JAKs  (Tanner  et  al.,  1995). 



Esta  información  fue  de  mucha  ayuda  en  la  definición  de  la  interacción  de  las  subunidades  del 
receptor  para  IFN-y  con  miembros  específicos  de  la  familia  de  JAK.  Para  saber,  si  secuencias 
similares  encontradas  en  las  subunidades IFNgRl e  IFNgR2  del  receptor  de  IFN-y,  tenían  la 
misma  función  que  las  secuencias  encontradas  en  el  sistema gpl30, se  llevaron  a  cabo  estudios 
de  coprecipitación  en  células  tratadas  con  IFN-y y las  células  control.  En  las  células  control,  el 
INFgRl se  asoció  con  una  forma  inactiva  de JAKl, siendo  esta  asociación  específica,  porque 
siempre  ésta  subunidad  se  asoció  a JAKl. A diferencia  de  las  células  tratadas  con IFNy, las 
moléculas JAKl, asociadas  al IFNgRl, se  activaron  a  través  de  la  fosforilación  de  la  tirosina 
(Igarashi  et  al.,  1994).  En  estudios  posteriores,  usando  el  método  de  mutagenesis  de  bamdo  de 
alanina,  se  encontró  que JAKl se  une  al  dominio  intracelular  de  IFNGR1,  a  través  de  la 
secuencia  de 4 residuos - LPKSm,  siendo  esta  activación  dependiente  del  ligando  (Kaplan  et 
al.,  1996).  Estudios  similares, y con  otras  técnicas,  han  demostrado  que  el  dominio 
citoplasmático  de  IFNgR2,  se  asocia  con  JAK2  en  forma  constitutiva y de  manera  específica,  por 
medio  de  una  secuencia  de  12  residuos  similar  a  la  caja 1 y 2  rica  en  prolina - 
263PPSIPLQIEEYL274r  localizada  a  13  aminoácidos  de  la  membrana  (Kotenko  et  al.,  1995; 
Sakatsume  et  al.,  1995;  Kaplan  et  al.,  1996).  Mutaciones  hechas  en  esta  región,  no  permitieron 
la  interacción  entre  INFgR2 y JAK2,  inhibiendo  totalmente,  la  respuesta  biológica  inducida  por 
IFN-y  (Bach  et  al.,  1996). 
Estudios  posteriores  han  determinado  una  única  función  obligada  del  dominio  intracelular  de 
IFNgR2,  que  es  la  de  servir  de  chaperona  a  JAK2  dentro  del  complejo  ligando-receptor  activado, 
al  mismo  tiempo  se  ha  sugerido  que  JAKs  pueden  desplegar  un  cierto  nivel  de  especificidad  de 
substrato  que  obliga  a  su  participación  en  la  ruta  JAK-STAT,  y  que  no  puede  ser  reemplazado 
por  otras  clases  de  proteínas  tirosina  quinasas  (Bach  et  al.,  1996).  Se  ha  sugerido,  por lo tanto, 
que  la  especificidad  desplegada  por  la  familia  JAK,  reside  en  el  nivel  de  la  asociación  receptor- 
enzima  (Kotenko  et  al.,  1995),  pudiendo  concluir  que  JAKs  son  muy  importantes  para  la 
activación  de  la  ruta  JAK-STAT,  pero  no  son  una  fuente  de  especificidad  para  la  misma  ruta 
(Bach  et  al.,  1997). 
La  activación  de  JAK2  ocurre  primero  y  es  necesaria  para  la  subsecuente  activación  de JAKl , el 
cual  desempeña  un  papel  como  enzima,  además  de  su  papel  estructural.  (Briscoe  et  al.,  1996) 
(Fig.1) 
El sitio  de  tirosina  fosforilado  de  JAK,  sobre  la  cola  intracelular  del  receptor  sirve  como  sitio 
desembarcadero  para los dominios  SH2  de STATl, entonces, 2 moléculas  de STATl latentes .. 
se  unen  a  estos  sitios,  sobre  su  tirosina  701  cercana  al C terminal  (Darnell  J  Jr.,  1997;  Stark et 
al.,  1998).  Una  vez  efectuada  ésta  fosforilación, STATl , se  disocia  del  receptor y se  divide  en 
moléculas  homodimeras,  que  son  competentes  para  translocarse  y  unirse  al  ADN. Es 
importante  señalar  en  este  punto,  que  monómeros  de STATl, son  incapaces  de  lograr  la  unión 
con  el  ADN  (David  et  al.,  1995;  Wen  et  al.,  1995).  La  translocación se  efectúa  por  medio  de  un 
mecanismo  dependiente  de  la  actividad  como  GTPasa  de  Ran/TC4  como  GTPasa  (Stark  et  al., 
1998). 
Las  células  estimuladas  con IFNy requieren  al  menos,  de los 38  aminoácidos  terminales y la 
propia  terminal  COOH-  de STATl para  una  completa  activación  de  genes. 
STATs  interactúan  con  un  gran  número  de  proteínas  que  sirven  como  puente  entre los factores 
de  transcripción y la ARN  polimerasa II, entre  ellas  se  encuentran  dos  largas  proteínas 
nucleares  con  secuencias  similares  llamadas  p300 (- 2500 residuos) y proteína  unida  a  CREB 
(CBP  CREB  binding  protein).  Estas  proteínas  se  unen  a los factores  de  transcripción  por  medio 
de  la  senna  fosforilada,  similar  a  la  unión  que  lleva  a  cabo  CREB.  La  función  de  estas  proteínas 
parece  estar  relacionada  con  la  relajación  de  la  cromatina  cerca  del  sitio  de  inicio  de  la 
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Fig. 1. Los componentes  claves  de la ruta  de  señalización  de  INFy  son  los  receptores  de  INFy 
cadenas a (INFyR1) y p (INFyR2),  JAK  quinasa 1 y 2 (JAK1,  JAK2) y transductor  de  señal y activador 
de  transcripción  1  (STAT1).  Cuando  el  receptor  se  une  a  su  ligando  se  induce el ensamble  dos 
cadenas  de INFfl1 con JAKl permitiendo la dimerización  de  INFyR2  con  su  respectivo  JAK2, los 
sitios  de JAKl fosforilados  forman  sitios  desembarcadero  para  STAT1  que  se  encuentra  en el 
citoplasma, el cual se  fosforila y se  disocia  del  receptor  dividiendose  en  dos  moléculas,  las  cuales  son 
translocadas al núcleo  como  homodímeros  transcripcionalmente  activos.(GAF), los cuales  se  unen  a 
los sitios  activados  por  gamma  intetferón  (GAS)  de los promotores  de los genes  de  respuesta  primaria 
a  INFy , algunos  de los cuales  actúan  también  como  activadores  de  transcripción  cuando  se  unen  a 
elementos  de  respuesta  estimulados  por  INFy (ISRE) de los promotores  de  genes  que  responen 
secundariamente  a  INFy. 
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transcripaón. STAT 1 interadúa  con CBP y p300 en  al  menos  dos diferentes sitios en cada 
molécula  (Damell J Jr.,  1998). 
Ya en  el núdeo los homodímeros  activados  de STATl se unen a las regiones  promotoras de los 
sitios activados  por  interferón  gamma  (GAS),  promoviendo la transcripción  de los genes 
inducidos  por  IFN-y  (Horvai  et  al.,  1997). 
Esta  activación  transuipcional  dirigida,  podría ser la respuesta  primaria a IF&.  porque  para esto 
no  se  requiere  de  la  síntesis  de  nuevos  factores de transcripción.  Algunos  genes  de la 
respuesta  primaria,  son  ellos  mismos  factores  de  transcripción y son  requeridos  para la 
inducción  de  una  siguiente  respuesta  secundaria a lnterfer6n. 
El nivel  de STATla fosforilado es regulado  negativamente por la ruta de ubiquitina-prateosoma, 
decreciendo  después  de  un  pico a los  15 - 30 min.  hasta  niveles bajos en  1-2  hr. ( Kim y 
Maniatis,  1996).  Después  de  la  seiialización, el complejo  IFNy-IFNgRl es entonces  intemalizado 
y disodado.  En  la  mayoría  de  las  células,  la  cadena a desacoplada, es recidada a la superficEe 
celular ( Kim y Maniatis,  1996). 
IFNr eleva la expresión  de STATl y p48, los wales se unen a sitios especificas de  unión del 
ADN,  llamados  elementos de respuesta estimulados por interfer6n  (ISRE),  activándose de esta 
forma  la  respuesta  secundaria  iniciada  por IF" (Bohem et al.,  1997;  Contursi et al., 2000). así 
son  activados  para  su  transcripción,  ya sea, primaria o secundariamente los genes  estimulados 
por lFN7 (ISGs). 
Hasta  ahora se cuenta con estudios  que  identifican  algunos  genes  expresados a partir de la 
unión  de lFN7 con  su respedivo receptor, la mayoría  de  ellos  activados por la ruta JAK-STAT 
(Bohem,  1997; Der, et al.,  1998;  Roy, et al., 2000). Estos estudi¡ se han reahdo con dosis 
muy  variadas  de IFN-y, y utilizando  diversos tipos y líneas  celulares. 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

IFNy pertenece a la familia  de inmumoduladores que influye  profundamente  en las funciones 
de los macrófagos,  desde su activación,  hasta los efectos finales como aumento de 
citotoxicidad,  presentación  de  antígeno,  fagocitosis y producción  de  citocinas,  entre las más 
importantes, las cuales  modulan  su adividad en los procesos infeccbos  e inflamatorios. El 
proceso  inflamatorio,  está  invducrado  en  una  gran  variedad  de  enfermedades,  pudiendo ser 
éstas de orígenes diversos  (infecciosas, metaWkas, inmunoKigiicas). (Lucas et al., 1998;  Billmu 
et  al,  1998) 
Debido a la  importancia  de  las  fundones desempeiiadas por los macr6fagos y la estimulacidfl 
que  en  ellos  ejerce IFNy, es importante  profundizar miis acerca de los genes que son 
estimulados con este  inmunomodulador y determinar si esta  expresión d i f i e r e ,  dependiendo de 
la  dosis  usada. Esto sería  un  primer  paso  en la explomci6n  de los mecanismos  de  seiiaIúa&n, 
o tal vez en un futuro, estos genes que  muestran  cambios  importantes a dosis muy bajas de 
IFNy, se pueden  utilizar  como  indicadores  de  la actividad de los macdhgos en un  proceso 
inicial  de  enfermedades carademadas por  inflamación dnica,  como en d caso de la 
atemgénesis.  (Koening,  1999). 
El objetivo de este  trabajo es identificar el comportamiento en expresión de genes en 
macrófagos  peritoneales  de  ratón,  con  tres  concentraciones  distintas  de interferby, 
determinando  de  esta  manera,  cuales  son los genes  más sensibles a dicha  estimulación.  Para 
poder monitorear la expresión de genes, se utilizaron  microarreglos para expresión de cADN 
(ADN  complementario).  Con el uso de estos microarqlos, se puede  obtener  información 
diferencial  de  la  expresión  de cerca de 600 ARNm (Atlas Mouse cDNA Expression  Arreglos), 
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en  un  solo  experimento.  Esta  técnica  está  basada  en  el uso de  cientos  de  cADN  puestos  sobre 
una  membrana  de  nylon  cargada  positivamente,  que  se  hibridizan  con los cADNs  sintetizados  a 
partir  de los ARNm  problemas  marcados  radiactivamente.  Estos  microarreglos  de  cADN  tienen 
dos características  importantes,  primero  que la hibridación  es  específica  debido  al  uso  de 
cebadores  específicos  para  cada  uno  de  cADN  contenidos  en  cada  membrana, y segundo  que 
incluyen  ADNs  de  bacteriófagos y plásmidos  como  controles  negativos  para  confirmar la 
hibridación  específica  junto  con  algunos  cADN  constitutivos  como  control  positivo,  para 
normalizar los ARNm  abundantes. Los resultados  obtenidos  muestran  un  mayor  nirmero  de 
genes  reprimidos,  más  que  inducidos,  en  macrófagos,  aún  en  la  menor  concentración  usada  de 
IFNy;  regulación  a la baja de  genes  asociados  con la ruta de  señalización  del  factor  de 
crecimiento  transformante p (TGFp), y finalmente,  la  identificación  de  factor  1  regulado  por 
interferón (IRFl) e  integrina alfa-L (LFA-la), como  los  indicadores  más  sensibles  de la 
activación  que  lFNy  ejerce  sobre  los  macrófagos. 

3. MATERIAL Y MÉTODOS 

Cultivo  de  macrófagos y aislamiento  de  ARN  para  microarreglos 
Se  usaron  ratones  C3H/Hej,  hembras  de  45  días  de  edad  de los laboratorios  Jackson  (Bar 
Harbor,ME)  mantenidos  en  cajas  con  filtro  en  las  tapas,  alimentados  con  alimento  estándar y 
agua  ácida  ad  libitum.  Se  escogió  esta  cepa  de  ratón  porque  son  altamente  refractarios  a  la 
estimulación  por  endotoxinas y lipopolisacáridos  (Pace  et  al.,  1985). 
A los  ratones  se  les  inyectó  2ml  de  tioglicolato  intraperitonealmente  para  promover la 
diferenciación y movilización  de  macrófagos  hacia  el  peritoneo.  Estos  ratones  fueron 
sacrificados  a  las  72  hr.  con  Bióxido  de  Carbono,  para la obtención  inmediata  de los macrófagos 
por  medio  de  lavado  peritoneal  con  1 O ml  de  medio  RPMl  1640  (Gibco  BRL,  New  York,  USA) 
suplementado  con  2%  de  suero  fetal  bovino  (Hyclone  Laboratories,  Logan,  UT.  USA),  sin 
exponer  peritoneo. 
La cuenta  celular  se  realizó  por  medio  de  una  cámara  Neubawer 11400  s.q.mm y 1/100  mm  de 
profundo  (Levy  Ultra  Plane.  C.A.  Hausser & Son.  Phila.  USA). Los macrófagos  se  sembraron  en 
frascos  de  150  cm2  con  ventilación  en la tapa  con  una  densidad  de  2.6  x lo7  células/  frasco,  en 
un  medio  RPMI  1640  suplementado  con  2%  de  suero  fetal  bovino  e  incubados  por  24  hr.  a  37' 
C,  también se sembró  una  placa  de  24  celdas  con  una  densidad  de 350 O00 células/  ml/celda, 
para  comparar  los  resultados  de  producción  de  óxido nítrico  en  los  frascos  control y con 
tratamiento,  como  un  indicador  de  actividad  celular  en los macrófagos  (Shimizu  et  a1.,1997). 
A  las  24  hr.  de  incubación,  las  células  recibieron 50, 10 y 3 unidades  de  IFNy  /ml (IFNy 
recombinante  murino  Biosource  Intl.  Camarillo,  CA),  dejando  igual  número  de  frascos  como 
control. 
Después  de  48  hr.  de  incubación,  se  procedió  al  aislamiento  del  ARN  total.  La  purificación  de 
ARN total  se  llevó  a  cabo  usando  Maxi  "estuche"  comercial  Qiagen  ARN/ADN  (Qiagen  INC. 
Valencia,  CA). Las  células  contenidas  en  un  frasco  se  lisaron  inicialmente  en  4  ml  de  QRL1-1% 
2-Mercaptoetanol  98%  (Aldrich  Chemical  Cia.  IW.  USA),  transferidas  posteriormente  a  un  tubo 
para  ser  homogenizadas,  pasando el lisado  10  veces,  a  través  de  una  aguja  de  calibre  21  (21G 
1lQ), utilizando  para  ello  una  jeringa  de  10  ml.  Para  diluir  se  le  adicionó  4  ml  de QRVl y se 
recolectaron  en  un  tubo  Nalgene  para  ser  centrifugado 20 min.  a  13, O00 rpm  en  un  rotor  SW28 
y en  una  centrífuga fría (j2-21 centrifuge  Beckman). El sobrenadante  fue  transferido  a  un  tubo  de 
30 ml  libre  de  ARNsa y se  le  adicionó  0.8  vol  de  isopropanol,  se  incubo  en  hielo  por 5 min. y fue 
después  centrifugado  por  30  min.  a  13,000  rpm  en  un  rotor  SW28. El sobrenadante  fue 
descartado y el  precipitado  fue  redisuelto  en 2.5 m1 de QRLl-1% 2-Mercaptoetanol  98%  (Aldrich 
Chemical  Cia.  IW.  USA ), calentándolo  por 3 min.  a 65 OC y agitando  en  vortex.  Ya 
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resuspendida  la  muestra,  se  le  agregó  22.5  ml  de  QRV2 y fue  mezclado y centriugado  a 
5,000rpm  en  un  rotor  SW28  por 5 min.,  para  posteriormente  ser  vaciado  a  una  columna 
QIAGEN,  la  que  fue  primero  equilibrada  con  10  ml  de  QRE.  Ya  que  toda  la  muestra  pasó  por  la 
columna,  éSta se  lavó  con 28 ml de  QRW y el ARN total  unido  a  la  resina  de  la  columna,  fue 
separado  por  medio  de  buffer  QRU  precalentado  a  45 OC y colectado  en  un  tubo  de  30  ml  libre 
de  ARNsa.  Finalmente  se le  agregó 15 ml de  isopropanol,  se  incubó  10  min.  en  hielo y se 
centrifugó  por 30 min.  a  13,000  rpm  en  un  rotor  SW28. El sobrenadante  se  desechó y el 
precipitado  se  lavó 2 veces  con I ml  de  etanol  al 70%, y se  dejó  escurrir  para  remover  el  líquido 
residual.  Se  resuspendieron  en 500 pl de  agua  libre  de  ARNsa y se  cuantificaron  por  medio  de 
espectrofotometría  (Beckman). 
Para  eliminar los restos  de  ADN  que  pudieran  haber  permanecido  en  la  muestra, 500 pI de  ARN 
total  se  mezclaron  e  incubaron  a 37 OC por  30  min.  con  100 pI de  buffer ?OX  ADNsa, 50 pl de 
enzima  ADNsa 1 (I unidad/pl) y 350 pI de H20 desionizada  (Clontech,  Palo  Alto.  CA, USA) . 
Posterior  a  la  incubación  se  le  agregó 100 pl de  mezcla  de  terminación  (O.lM  EDTA[pH  8.01)  1 
mg/ml  de  glicógeno,  se  divide  en  dos  partes, y cada  una  de  ellas  se  vertió  en  un  tubo  de  1.5ml 
para  microcentrífuga.  Dos  veces,  se  le  agregó 550 pI de  cloroformo:  isoamil  alcohol  (25:24:1),  se 
mezcló y centrifugó  a  14,000  rpm  (Eppendorf  Centrifuge)  durante  10  min.  para  separar  fases.  Se 
transfirió  la  parte  superior  acuosa  a  otro  tubo  de  1.5  ml  para  microcentrífuga.  Se  le  agregó 550 
pl de  cloroformo  isoamil  alcohol (24:l) a  la Mima capa  acuosa  obtenida,  se  mezcló  en  vortex y 
centrifugó  por  10  min.  a  14,000  rpm.  Se  removió  nuevamente  la  capa  superior  acuosa, y se 
vertió  en  un  tubo  para  microcentrífuga  de  2  ml,  se  le  adicionó  100 pl de 7.5 M  NH4  OAc y 1.5 ml 
de  etanol  al 95%, se  mezcl6 y centrifugó  a  14,000  rpm  (Beckman  MicrofugeTM12)  durante  20 
min.,  se  removió  el  sobrenadante y el  precipitado  se  cubrió  cuidadosamente  con  100 p1 de 
etanol  al 80%, se  centrifuga a 14,000  rpm  (Beckman  MicrofugeTM12)  por  10  min. y finalmente  se 
quitó  el  sobrenadante  cuidadosamente  y  se  dejó  secar  el  precipitado  para  que se evaporara  el 
etanol  residual. 

Preparacihn de cADN 
A partir  del  ARN total  libre de ADN,  se  sintetizó  la  sonda  de  cADN.  Con  el  "estuche"  comercial 
SuperscriptTM  Preamplification  System  (Gibco  BRL  New  York,  USA).  Para  ést0  se  utilizó  una 
mezcla  de  cebadores  para  síntesis  de  cADN  ,CDS,  primer  mix  (Clontech  Palo  Alto,  CA,  USA) 
(CDS,  son  primera  específicos  para  cada  uno  de los genes  que  se  encuentran  en el 
microarreglo).  Inicialmente se incuban  a 70 OC por 30 min.  la  mezcla  con 15 pl de  ARN  total  con 
2 p1 de  CDS  primers  mix, 6 pI de  dATP  marcados  con  f6sforo  32 [cx-~~P] y la  cantidad  restante 
con  agua)  para  un  volumen  total  de  22  ml,  después  se  incuba  a  4 OC por  2  min. , se le  agrega 
una  mezcla  hecha  con  4 J de  buffer  PCR,  4 pl de  25  mM MgCL2,4 pI de  mix 1OX dNTP y 4 pl 
de  0.1 M de D l T  y se  incuba  a 50 OC por 5 min.,  se le  adiciona  2 pl de  enzima  transcriptasa 
inversa y se  incuba  por 50 min.  a 50 OC, se  detiene  la  reacción  con  una  incubación  por 15 min.  a 
70 OC y  se  enfría  a 4 'C. Toda la incubación  se  llevó  a  cabo  en  un  termociclador  (MinicyclerTM 
MJ  Research). 
Los cADN  se  purificaron  por  medio  de  una  columna  de  cromatografía  -CHROMA  SPIN-200 
DEPC-H20-  (Clontech  Palo  Alto,  CA,  USA)  para  eliminar los dATPs  marcados  que  no  fueron 
incorporados  en  la  sonda  y  pequeños  fragmentos  de  entre  15 y 1,000pb. El procedimiento  es 
como  sigue:  Se  vertió la reacción  anterior  en  la  columna,  se  lavó  la  columna  en  dos  series,  la 
primera  con 40pl de  agua y la segunda  con  200 pl de  agua.  Se  separan  las  sondas  recolectando 
6 fracciones  de  100 pl de  agua.  Generalmente  en  la  segunda y tercera  fracción  se  encuentran 
las  sondas. 
Se  verificó  la  radioactividad  en  las  fracciones  obtenidas  mediante  contador  de  centelleo 
(Beckman)  con  2 pl de  cada  fracción y 5 mi  de  líquido  para  centelleo  (Ready  Protein+  Beckman 
Coutler,  USA),  en  frascos  especiales  para  centelleo  (Fig.2). 
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Fig.2 Diagrama  general  de  la  metodología  utilizada,  desde  la  inyección  de los animales  para la obtención 
de  macrbfagos  hasta  la  ÚRima  fase  de  comprobación  de los resultados de los microarreglos por medio  de 
Northern  blot. 
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Las  membranas  utilizadas  fueron  Atlas TM Mouse  cADN  Expression  Arreglos  (Clontech  Palo  Alto, 
CA,  USA), las  cuales  se  prehibridizaron  a  65°C  por 30 min.  en  un  incubador  con  frascos 
rotativos  (Personal  HYBtm,  Stratagene)  con 5 mL  de  solución  ExpressHyb  (Clontech  Palo  Alto, 
CA,  USA))  preparada  con  O.lmg/mL  de  ADN  de  esperma  de  salmón  (Gibco  BRL  New  York, 
USA)  que  es  usado  como  un  agente  bloqueador  para  reducir  las  uniones  no  específicas  del 
cADN  problema  sobre  la  superficie  del  filtro. 
2x1 O7 cpm  de  la  sonda  marcada  se  fragmentó  por  medio 1OX de  solución  desnaturalizadora 
(ImM NaOH,  10mM  EDTA) y Cot-lADN (Clontech  Palo  Alto,  CA,  USA))  a 65°C por 30 min. 
Se  hibridizó  cada  una  de  las  membranas  de  microarreglo,  tratamiento y control y se  incubó  por 
toda  la  noche  a  65°C.  Posteriormente  se  efectuaron  seis  lavados  de 30 min.  cada  uno,  a  65°C 
en  constante  rotación  en  150  ml  de  soluciones  precalentadas,  cuatro  con  2XSSC,  1%  SDS, y 
dos  con 0.1 XSSC, 0.5% y finalmente  un  lavado  por 5 min.  con  150  ml  de  solución  2XSSC  con 
continua  rotación  a  temperatura  ambiente.  (SDS y 20  XSSC de  Gibco  BRL  New  York,  USA). 

Lectura y analisis  de  las  membranas. 
Cada  una  de  las  membranas  fue  expuesta  en  una  pantalla  para  fósforo,  (storage  phosphor 
screen  Molecular  Dynamics,  Inc.,Sunnyvale,  CA) y cuantificada  por  medio  de  un  analizador  de 
fósforo  (Molecular  Dynamics,  lnc.,Sunnyvale,  CA) 
Los resultados  se  analizaron  usando  el  paquete  (software)  AtlaslmageTM,  CLONTECH’s 
software  for  analyzing  AtlasTM  Arrays,  (Clontech  Palo  Alto,  CA,  USA)  comparando  la  intensidad 
de  cada  una  de  las  manchas  de  la  membrana  hibridizada  problema  contra  la  membrana  control. 
Se  usaron los valores  de  tres  genes  constitutivos,  hipoxantina,  ornitina y proteína  S29  ribosomal 
40s para  normalizar los resultados. 
Los  resultados  se  vaciaron  a  una  hoja  de  cálculo  Excel,  en  donde se genera  un  reporte 
comparando los resultados  del  segundo  arreglo  (tratamiento)  con los resultados  del  primer 
arreglo  (control)  con los siguientes  datos : 
Intensidad : Es  calculada  como  la  totalidad  de la señal  registrada  en  cada  una  de  las  manchas 
que  representa  cada  gen.  Como  es  por  duplicado,  se  toma  un  promedio  de  las  dos  lecturas. 
El valor  de  fondo  (background):  es  el  valor  que  se  le  da  a  la  lectura  de  la  membrana  sin  ninguna 
mancha y es  para  todos los genes  la  misma. 
Coeficiente  de  normalización:  Se  calcula  con los valores  de  la  señal  de los genes  seleccionados 
para  este  fin y se  calcula  dividiendo  el  valor  del  gen  del  arreglo  1  entre  el  valor  del  mismo  gen 
del  otro  arreglo. , 

Intensidad  ajustada:  Es  el  resultado  de  la  intensidad  menos  el  valor  de  fondo  multiplicado  por  el 
coeficiente  de  normalización. 
Radio: Es la  sefial  del  arreglo  2  entre  la  seiial  del  arreglo 1 tomando  como  valor  el  de  la 
intensidad  ajustada. 
Diferencia.  Es  la  resta  de  la  intensidad  ajustada  del  arreglo  2  menos  la  intensidad  ajustada  del 
arreglo l .  
Los  microarreglos, solo se  realizaron  una  vez  para  cada  dosis  con  su  correspondiente  control. 
Todo  este  procedimiento  se  repitió  tres  veces,  una  por  cada  dosis  distinta  de  IFNy y su 
correspondiente  control. 

Transferencia  Northern  (Northern Blot) 
Se  seleccionó  un  subgrupo  de 7 genes,  para  demostrar  con  un  procedimiento  independiente, 
Transferencia  Northern,  la  veracidad  de los resultados  obtenidos  en los microarreglos. 
Para los Northern  Blot, los macrófagos  se  obtuvieron  con  la  misma  técnica  que  para los 
microarreglos, y los tratamientos  también  fueron los mismos,  pero  a  diferencia  del  anterior 
experimento,  ahora solo se  usaron  dos  tratamientos el de 50 y 3 unidades  de IFNy /mL. 
El  aislamiento  de  ARN  total  se  llevó  a  cabo  con  el  procedimiento  anteriormente  descrito y para 
la  purificación  del  ARN  total  se  utilizó  el  “estuche”  comercial  Oligotex  (Qiagen  INC.  Valencia, 
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CA). 500 pI de  ARN  total  fueron  combinados  con 500 pl de  buffer  OBB y 40 pl de  cuentas  de 
oligotex  e  incubada  la  mezcla  por 3 min.  a 70 OC y posteriormente  10  min.  a  temperatura 
ambiente  para  permitir  la  unión  de  las  cuentas  a  la  cola  de  poli  A.  Se  centrifugó  por 2 min.  a 
14,000  rpm  (Eppendorf  Centrifuge) y el  precipitado  fue  resuspendido  en  400 pl de  Buffer  de 
lavado,  ésta  solución  se  vierte  en  la  columna y se  centrifuga  por  dos  min.  a  14,000  rpm 
(Eppendorf  Centrifuge),  las  cuentas  con  el  poli  A  se  van  a  quedar  suspendidos  en  el  filtro  de  la 
columna.  Posteriormente  se  resuspendieron  con  400 pl de  buffer  de  lavado y se  volvió  a 
centrifugar  por 2 min.  a  14,000  rpm  (Eppendorf  Centrifuge),  se  le  agregó  a  la  columna, 50 pI de 
buffer  de  separación  precalentado  a 70 OC y se  incubó  por  3  min.  a  la  misma  temperatura,  para 
finalmente  centrifugar  por  1  minuto  a  14,000  rpm  (Eppendorf  Centrifuge).  Se  cuantifica el ARN 
poli  A+,  que  debe  ser  cerca  de  1 % del  ARN  total  en  macrófagos. 

Electroforesis y transferencia  Northern 
El ARN  enriquecido  con  Poly A fue  desnaturalizado  por 3 min.  a 65 OC y separado  por  medio  de 
un  gel  de  formaldehído-agarosa,  utilizando 1 .O ug  de  ARN  poli  A  por  línea  mezclado con 5 pl de 
buffer 5X marcado  con  bromuro  de  etidio y marcadores  standars  para  ARN  (0.24-9.5  Kb  ARN 
Ladder  Gibco  BRL  New  York,  USA).  Se  corrió el  gel  por  aproximadamente  dos  hr.  a  100  voltios 
en  1XFA  buffer(  buffer  lOxFA,  formaldehido 37% y agua  libre  de  ARNsa).  Después  de  la 
electroforesis  se  tomó  una  fotografía  para  verificar  la  calidad  del  ARN y posteriormente  se 
transfirió  a  una  membrana  de  nylon  Nitran,  usando  el  sistema  Turboblotter ( Scheicher 8, 
Schuell,  Keene  N.H.  USA) y buffer  20X  SSC  (Gibco  BRL  New York, USA)  durante  una  noche. 
Amplificación  de  Cebadores 
Las  sondas  de los ADNs  utilizados,  fueron  inicialmente  amplificadas  por  medio  de  la  reacción  en 
cadena  de  la  polimerasa  (PCR)  con  el  “estuche”  comercial  Advantage  cADN  polimerasa  Mix 
(Clontech  Palo  Alto,  CA,  USA),  usando los siguientes  cebadores  para  cada  uno  de los genes 
escogidos: 

Cebadores 

NOMBRE CEBADORES 1 TAMAÑO 1 
(pb) 

1 I Receptor1 del Factor de Crecimiento 1 5’- TGGCAAAGGTCGGTTTGGAGAAGT-3’ I 3000 
Transformante-p -TGFp R1 3’- CCCAGAACACTAAGCCCATTGCATAGA-S 

2 

1729 5’-TCT,GTC,TGT,GGT.GAG,TGA.CGA.TCA -3 Proto oncogen 1 relacionado con ets - 3 

1579 5’ - T C T C C C T C A A C C T C A C A  -3’ Factor de Crecimiento transformante-p 
-TGF-P 3 -GAATGTCTGACGTAlTGAAGAACA 6‘ 

Fli I 

CDC42 

X-TGT.GTT,ATA,GGC,CAG;CAG;TGA,ACT -S 

3’-ACT,AAT,GGG,CCT,TGT,CTC,ACA,TGA-5’ 
4 

1283 S-GGA,GCC,GTC,ACC,TTC,CAG,CAA,TGA-Y Receptor 2 (cadena 8) del receptor 5 

2063 5’-TTA,TGA,TTG,GTG,GAG,AGC,CAT,ACA-Y Protelna de uni6n a GTP, G25K - 

I para lFN7 -IFN-yRII 1 3’-TCA,GGC,CGA,GCA,GCA,ATG,CGA,AGA-S 1 
6 I Proteína 1 Transductora de SeAal Y I 5”AGA.ACT.TCA.CTC.TCT.TAG.CTT.TGA-3 I 2277 

. 3’-TGG;TCG,TTC,CTC;CCA,TGT,GF&,TGT-S Activadora de Transcripci6n -STAT1 
~~ ~ 

7 

271  S-TCTGAAGGCAAGATGGGTCACCA-3’ Proteína ribosomal S29 8 

2072 5’-TAAGCACGGCTGGGACATCAACAA-3 Factor 1 regulado  por IFN 4RF1 
3”CCCAGGTAGCCCTGAGTCGTGTAA-S 

I 3”TAGTACGATCAGAAACATGTGll-T-5’ I 

Los  cebadores  amplificados  se  separaron  por  medio  de  electroforesis  en  un  gel  de  agarosa,  con 
bromuro  de  etidio,  utilizando  todo  el  ADN  amplificado  con 8 pl de  buffer  para  separar  (Blue  juice 
gel  loading  buffer  Gibco  BRL  New Yo&, USA) y marcador  de 72 a1353 pb (X174  RF  ADN/Hae 
Ill Fragments  Gibco  BRL  New York, USA).  Se  corrió la  electroforesis  con  Buffer  1X  TAE  (Tris- 
acetato  EDTA)  con  Bromuro  de  etidio  a  100  voltios  aproximadamente  una  hora.  Se  fotografió el 
gel  para  verificar  la  calidad y tamano  de los ADNs y con  luz  ultravioleta  se  identificaron y 
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cortaron los ADNs  del  gel y se  pusieron  en  tubos  eppendorf  de 1.5 ml.  Posteriormente  se 
extrajeron los ADNs  del  gel  utilizando  el  “estuche”  comercial  QlAquick  (Qiagen  INC.  Valencia, 
CA),  el  cual  tiene  como  principio,  la  adsorci6n  del  ADN  a  la  membrana  de  silica  gel,  mientras 
que los contaminantes,  pasan  a  través  del  filtro,  para  finalmente  obtener  el  ADN  libre  de 
impurezas  por  medio  de  agua o por  medio  de  un  buffer  de  tris.  Inicialmente  se  pesó  cada  uno  de 
los geles  que  contenían los ADNs y se  le  adicionó  tres  veces  su  peso  de  buffer  QC,  se  incubó  a 
50 OC, hasta  que  el  gel  estuvo  líquido,  se  le  adicionó  una  vez  su  peso  de  isopropanol y se  vertió 
la  mezcla  en  el  filtro y poniendo  el  filtro  en  la  aspiradora  (Vacuum  Manifold,  Pomega),  hasta  que 
pasó  toda  la  muestra,  se  enjuagó el  filtro  con 0.75 ml  de  buffer  PE y se  le  aplicó  vacío,  se 
transfirió  el  filtro  a  un  tubo  limpio  de  microcentrífuga  de 1.5 ml y se  centrifugó 1 minuto  para 
remover  el  etanol  excedente,  se  cambió  nuevamente  de  tubo  y,  para  separar  el  ADN  que  se 
encontraba  unido  en  el  filtro,  se  adicionaron 50 p1 de  buffer  EB o H20 en el  centro  de  la 
membrana  (filtro) y se  centrifugó  por 1 minuto y cuantificó  por  medio  del  espectrofotómetro. 

Sonda  de ADN 
Ya el ADN  purificado y cuantificado  se  marcó  con  fósforo  32 [cI-~~P] dATP  usando  para  ello, el 
“estuche”  comercial  Random  Primers  ADN  labeling  System  (Gibco  BRL  New  York,  USA),  para 
ést0  se  hirvió  un  total  de  23 pl, compuestos  por  100  ng  de  ADN y H20  por 3 min. y se  congeló 
rápidamente  en  hielo  seco,  Por  separado  se  mezclaron  2 pl de  dCTP,  dGTP y dTTP  con 15 pl 
de  buffer  para  mezclar y 5 pl de  32 [cI-~~P] dATP y 1 pl de  Klenow,  esta  mezcla  se  usó  para 
disolver  la  muestra  congelada  anteriormente y todo  se  incubó  a  25 OC por  1.5  hr. 
Después  del  marcaje,  la  sonda  se  purificó  usando  una  columna  de  cromatografía  -CHROMA 
SPIN-200 DEPC-H20-  (Clontech  Palo  Alto,  CA,  USA)  para  eliminar ios dATPs  marcados  que no 
fueron  incorporados  en  la  sonda y pequeños  fragmentos  de  entre 15 y 1,000pb. El 
procedimiento  es  como  sigue:  Se  vertió  la  reacción  anterior  en  la  columna, y ya  que  pasó  a 
través  de  ella,  se  le  adicionó  a  la  columna,  primero  40 pl y posteriormente  200 pI de  agua.  Las 
sondas  son  separadas,  adicionando y colectando  fracciones  de  100 pl de  agua, 6 veces, 
cambiando  de  tubo  cada  una  de  ella.  Normalmente  la  sonda  se  encuentra  separada  entre  la 
segunda y tercera  fracción. 
Se  verificó la  radioactividad  en  las  fracciones  obtenidas  mediante  contador  de  centelleo 
(Beckman)  en  2 pl de  cada  fracción y 5 ml  de  líquido  para  centelleo  (Ready  Protein+  Beckman 
Coutler,  USA),  en  frascos  especiales  para  centelleo. 
Hibridación 
La  membrana  fue  prehibridizada  con  10  ml  de  buffer  para  hibridación  que  contiene  NaCI, 
Na2HP04,  NaH2P04, Na4P2O7.1OH20,  solución  de  Denhardt,  SDS,  fragmentos  de  ADN  de 
testículos  de  salm6n y formamida  (Soares  et  al.,  1994)  por  dos  hr.  a  42 ‘C.  Se hirvieron  10 
millones  de  cpm  de  la  sonda y se  congeló  rápidamente  en  hielo  seco.  Se  disolvió  la  sonda 
congelada  con  10 ml  de  buffer  para  hibridizar,  previamente  calentado  a  42 OC y con  esta  última 
mezcla  se  hibridizó  la  membrana  durante  toda  la  noche,  en  incubación  a 42OC en  constante 
agitación.  Posterior  a  la  hibridación,  se  lavaron  las  membranas  tres  veces  con 100 ml de  la 
solución  1XSSC  1% SDS (SDS y 20  XSSC de  Gibco  BRL  New  York, USA), cada  uno  de  ellos 
de  40  min.  a 42OC, en agitación. 
Lectura y analisis  de  las  membranas. 
Cada  una  de  las  membranas  fue  expuesta  en  una  pantalla  para  fósforo,  (storage  phosphor 
screen  Molecular  Dynamics,  Inc.,Sunnyvale,  CA). Y cuantificada  por  medio  de  un  analizador  de 
fósforo  (Molecular  Dynamics,  Inc.,Sunnyvale,  CA) y el  software  Imagen  Quant  5.2  (Molecular 
Dynamics,  lnc.,Sunnyvale,  CA). 
Este  primer  bloque  de  transferencias  Northern se realizaron  tres  veces  para  cada  uno  de los 
genes  escogidos. 



Como  una  última  comprobación  se  hizo  un  experimento  también  con  transferencia  Northern, 
escogiendo  un  grupo  de  4  genes,  dos  expresados  a la alta:  STAT1 y IRF1, y dos  genes 
expresados  a la baja:  CDC42 y TGFb  R1.  En  este  experimento  se  usó  el  bloqueador  de la ruta 
JAK-STAT tidostin AG-490 (N-Benzil-3,4-dihidroxibencilidenecianoacetamida BIOMOL  Research 
Laboratories,  Inc,  PA.  USA)  a  una  concentración  40 mM,  esperando  tener  el  mismo  resultado 
tanto  en  el  control,  como  en  el  tratado  con  lFNg + AG490. 
Se  usó la  misma  cepa  de  ratón y el  mismo  procedimiento  para  la  obtención y cultivo  de 
macrófagos. El mismo  número  de  frascos  fue  designado  para  cada  tratamiento,  teniendo tres 
diferentes  tratamientos;  control,  lFNg 50 unidadeslml  e  lFNg 50 unidadeslml  más  AG-490  40 
mM.  Tanto  los  materiales  como los métodos  utilizados  en  este  experimento  fueron los mismos 
descritos  en  las  transferencias  Northern  anteriores. 
Este  segundo  bloque  de  transferencias  Northern  también  se  repitió tres  veces. 
Determinación  de  Oxido  Nítrico. Los sobrenadantes  de los cultivos  de  macrófagos,  tanto los 
controles  como los tratados  con  las  diferentes dosis de IFN-7,  se  les  determinó  siempre  a  las  48 
hr. los niveles  de  Oxido  nítrico,  para  tener  la  certeza  de  que los macrófagos  con  tratamiento 
estaban  activados.  Para  esta  determinación  se  utilizó la reacción  de  Griess.  Describiendo 
brevemente; alícuotas de 100 UL  de  sobrenadante  se  mezclan  con 1OOuL del  reactivo  de  Griess 
conteniendo 1 % de  sulfanilamida, O. 1 YO diclorato  de  naftilen  diamina y 2% de  ácido  fosfórico.  La 
densidad  óptica  cambia  a 10 min. y es  medida  a  550nm y convertida  a  concentraciones  uM  de 
nitritos  basándose  sobre  la  curva  estándar  de  nitrito  de  sodio. 

Analisis estadístico 
El  estadístico  que  se uso  fue  t  de  Student  de  dos  colas  apareada. El límite de  confianza  fue  de 
95%  (PxO.05)  se  tomó  como  significativo. Esta prueba solo se realizó  con los resultados  de 
producción  de  óxido  nítrico  en  cada  experimento  para  tener la certeza  de  que  los  macrófagos 
con  tratamiento  estaban  realmente  activados. 

4. RESULTADOS 

Para  identificar  cambios  en la expresión  de  ARNm  en  macrófagos  peritoneales  de  ratones 
tratados  con  dosis 50, 10 y 3 unidades  de  IFNylml,  se  realizó 1 microarreglo  de  cada  tratamiento 
con  sus  respectivos  controles  con  cADN  marcado  con  P3*,  a  partir  de  ARN  total  de  cada  una  de 
las dosis.  Para  éste  fin  se  usaron  Atlas TM Mouse  cADN  Expression  Arrays  (Clontech  Palo  Alto, 
CA,  USA). En  cada  una  de  las  membranas  se  puede  obtener  información  diferencial  de la 
expresión  de  alrededor  de 600 ARNm  en  un solo experimento,  garantizando la especificidad  de 
la hibridación  por  el  uso  de  una  mezcla  de  cebadores  para  cada  uno  de los cADN  contenidos 
en  cada  membrana, y porque  también  se  incluyen  en  las  membranas  ADNs  de  bacteriófagos y 
plAsmidos  como  controles  negativos  para  confirmar la hibridación  específica  junto  con  algunos 
cADN  constitutivos  como  control  positivo,  para  normalizar los ARNm  abundantes  en los 
macrófagos. 
Para  normalizar los resultados  se  usaron los valores  de tres genes  constitutivos,  hipoxantina, 
ornitina y Proteína  S29  ribosomal 40s. 
Los resultados  se  analizaron  usando el paquete  (software)  AtlaslmageTM,  CLONTECH’s 
software for  analyzing  AtlasTM  Arrays,  (Clontech  Palo  Alto,  CA,  USA)  comparando la intensidad 
de  cada  una  de  las  manchas  de  la  membrana  hibridizada  problema  contra  la  membrana 
hibridizada  control.  Estos  resultados  se  vaciaron  a  una  hoja  de  cálculo  Excel,  en  donde se 
generó  un  reporte  comparando los resultados  del  microarreglo  del  experimento  con los 
resultados  del  microarreglo  control. 
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Los  resultados  de  las  transferencias  Northen  mostraron  la  misma  tendencia  en  las  tres 
repeticiones, solo que  las  cifras  no,  por lo que los resultados  se  presentaron  de  acuerdo  a  estas 
tendencias  que  en los tres  experimentos  mostraron. 
Las  membranas  de  microarreglos  Atlas TM Mouse  cAON  Expression  Arrays  (Clontech  Palo  Alto, 
CA, USA),  tienen  una  distribución  específica  para  cada  uno  de  los  cADNs  (figura 3.) los cuales 
se  presentan  por  pares.  La  membrana  está  dividida  en 6 cuadros  denominados  alfabéticamente 
comenzando  por la  izquierda,  de  tal  manera  que  se  encuentran los cuadros  A, B y C en la  parte 
superior y en  la  parte  inferior los cuadros  D,E Y F, en  cada  uno  de  estos  cuadros  se  encuentran 
agrupados  genes  con  actividades  similares,  así  se  tiene  que  en  el  cuadro A se  encuentran 
agrupados  oncogenes,  supresores  de  tumor y reguladores  de  ciclo  celular,  en el cuadro B se 
encuentran  agrupados  genes  de  respuesta  a  stress,  canales  iónicos y transportadores y 
transductores  celular,  efectores y moduladores.  En  el  cuadro C se  encuentran  genes 
relacionados  con  apoptosis,  recombinantes , síntesis y reparadores  de  ADN,  en el cuadro  D,  se 
encuentran  agrupados los genes  que  codifican  proteínas  relacionadas  con  factores  de 
transcripción y proteínas  de  unión  de  ADN,  en  el  cuadro  E  se  encuentran  agrupados los genes 
que  codifican  proteínas  con  función  de  receptores,  antígenos  de  superficie  celular  y  proteínas 
que  participan  en  la  adhesión  celular y, por  ultimo  en  el  cuadro F se  encuentran los genes  que 
codifican  proteínas  relacionadas  con  comunicación  célula-célula,  relacionadas  con el 
citoesqueleto y movilidad  celular, y, por  último  proteínas  convertidoras.  Cada  uno  de  estos 
cuadros  se  divide  a  su  vez  en  líneas y columnas,  las  líneas  están  designadas  de  la “a”  a  la  “n”,  y 
las  columnas  del 1 al 7, ambas  ascendentemente.  La  localización  del  gen,  entonces  está 
determinada  primero  por  la  letra  mayúscula  que  indica  el  cuadro y posteriormente  por el cruce 
de  la  letra  de  la  línea y la  letra  de  la  columna.  En  la  columna  de  la  extrema  derecha y la  línea 
en  la  parte  inferior  de  la  membrana  que  ambas  no  pertenecen  a  ningún  cuadro,  se  encuentran 
manchas  de  ADNs  genómicos,  las  cuales  sirven  como  marcas  de  orientación  para  ayudar  a 
determinar  la  coordenada  de  la  señal  de  hibridación. 
En  el  extremo  inferior  se  encuentra  la  línea G, la  cual  está  numerada  de  izquierda  a  derecha  del 
1 al 21, en  esta  línea G se  encuentran  genes  constitutivos, los cuales  ayudarán  a  normalizar  las 
membranas  con  ARNs  abundantes. 
El  primer  reporte  generado,  fue  el  del  experimento  con  la  dosis  de 50 unidades  de IFNyl ml y se 
muestra  en el cuadro 4. La  primera  columna  “loc.  gen”  corresponde  a  la  localización  del  gen  en 
la  membrana  de  microarreglo. 
La  segunda  columna,  “intensi.  control”,  indica  el  valor  de  la  señal o mancha  registrada  de  cada 
uno  de los genes  en el microarreglo  control. 
La  tercera  columna  “fondo”  representa el valor  de  fondo  en el microarreglo  control,  éste,  es el 
valor  que se  le  da  a  la  lectura  de  la  membrana  sin  ninguna  mancha y es el mismo  valor  para 
todos los genes. 
La  cuarta  columna  “intensi.  Ajus.  control”  contiene  la  intensidad  ajustada  del  control,  calculada 
por  la  substracción  del  valor  de  fondo  al  valor  original  de  la  señal y muttiplicado  por  el  coeficiente 
de  normalización. 
El coeficiente  de  normalización  se  calculó  dividiendo  el  valor  de  la  señal  de los genes 
constitutivos  hipoxantina,  ornitina  descarboxilasa, y proteína S29 ribosomal 40s de  la 
membrana  control  entre los mismos  datos  generados  en  la  membrana  con  tratamiento. 
Las columnas  quinta,  sexta y séptima  representan los mismos  datos  que  las  columnas 2,3 y 4, 
solo que  de la membrana  con  tratamiento. 
La  octava  columna  ”radio”,  contiene el radio  calculado,  dividiendo  la  intensidad  ajustada  de  la 
señal  de  la  membrana  con  tratamiento  entre  la  señal  de  la  membrana  control.  Cuando  la  cifra 
que Se encuentra  en  esta  columna  es  entera  con o sin  decimales,  quiere  decir  que  el  gen  está 
regulado  a  la  alta. 

.. 
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Descripción del microarray 

Fig. 3. En esta  figura  se  presenta un modelo  de  microarray  Atlas  Mouse  cDNA  Expression  Arrays 
(Clontech  Palo  Alto,  CA,  USA)  igual al utilizado  en  cada  uno  de los experimentos.  La distribución 
cDNAs  son  específicas  y  cada  par  representa  un  mRNA.  La  membrana  está  dividida en 6 cuadros 
denominados  alfabeticamente A, B y C,  D,E Y F, en  cada  uno  de  estos  cuadros  se  encuentran 
agrupados  genes  con  actividades  similares.  Cada  uno  de  estos  cuadros se divide  a  su  vez en líneas  y 
columnas, las líneas  están  designadas  de la "an  a la "n",  y  las  columnas  del 1 al 7. La localización  del 
gen, entonces  está  determinada  primero  por la letra  mayúscula  que  indica  el  cuadro  y  posteriormente 
por el cruce  de la letra de la línea  y la letra de la columna  (A3b). La mitad de la membrana  se 
encuentra  rodeada  por  DNAs  genómicos  (puntos  obscuros),  el  cual  sirve  de  orientación  para 
determinar la coordenada  de la señal de  hibridación. 
En el extremo  inferior se encuentra la línea G, en donde  se  encuentran  genes  constitutivos, los cuales 
ayudarán  a  normalizar  las  membranas  con  RNAs  abundantes. 
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Cuadro 4. 
Resultados Experimento 50 unidades IFNglml 

Loc.  lntensi.  Fondo  Intensi.  Intensi.  Radio  Veces  Veces  Dife- Proteindgene 
Gen 

C3rn 
F1  m 
A4j 

B7k 
M k  
B2g 

B4d 

B7n 

c5g 
03e 

C1  k 
A l  h 

c3g 
C5k 
B3h 
B4a 

F6j 
C2b 
E2k 

A7g 
F4i 
F7j 
D7f 

F6k 
F3a 
C3b 
F4h 

E l g  
E21 
F7m 
F6h 
F7a 

F4g 
F4d 
F61 
C3j 

E7d 
F6m 

F6f 

C5d 
B3c 

Ajust. 
Control  Control  Control 

7 7  
8 7  
7 7  

27  7 
37  7 
13  7 

60 7 

47  7 

2 2 7  
10 7 

37  7 
17  7 
20  7 
22  7 
3 4 7  
8 6 7  

1740  7 
323  7 
27  7 
33  7 
61 7 
45  7 
38  7 

87  7 
105 7 
35  7 

1030  7 

23  7 
27 7 
72  7 

6031  7 
105 7 
3 8 7  
126 7 
1728  7 
30  7 

2 2 7  
51 7 

131  7 

324  7 
58  7 

O 
1 
o 

20 
30 
6 

53 

40 

15 
3 

30 
10 
13 
15 
27 
79 

1733 
31  6 
20 
26 
54 
38 
31 

80 
98 
28 
I M 3  

16 
20 
65 
6024 
98 
31 
119 
1721 
23 

15 
44 

124 

31  7 
51 

Intensi. 

Trat. 
63 
62 
17 

223 
225 
46 

292 

199 

61 
17 

I03 
34 
43 
42 
6 
11 

161 
35 
6 
7 
12 
10 
9 

17 
21 
9 

189 

7 
8 
17 

1264 
25 
11 
31 

404 
10 

8 
16 

39 

95 
19 

Fondo 

Treat. 
4 
4 
4 

4 
4 
4 

4 

4 

4 
4 

4 
4 
4 
4 
4 
4 

4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 

4 
4 
4 
4 

4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 

4 
4 

4 

4 
4 

Ajust. 
Trat. 
59 
58 
13 

220 
222 
42 

290 

196 

57 
11 

99 
30 
39 
38 
2 
7 

158 
31 
2 
3 
8 
6 
5 

13 
17 
5 

186 

3 
4 
13 

I269 
21 
7 

27 
402 
6 

4 
12 

35 

91 
15 

Vado 
Vacio 
Vacio 

I I .o00 
7.400 
Vado 

5.472 

4.900 

3.800 
Vado 

3.300 
Vacio 
Vacio 
2.533 
Vado 
Vacio 

0.091 
0.098 
Vado 
Vado 
0.148 
Vacio 
Vacio 

0.163 
0.173 
Va& 
0.182 

Vado 
Va& 
0.200 
0.21 1 
0.214 
Vacio 
0.227 
O234 
Va& 

Vado 
0.273 

0.282 

0.287 
0.294 

Reg. 
Alta 
59.0 
58.0 
13.0 

11.0 
7.4 
7.0 

5.5 

4.9 

3.8 
3.7 

3.3 
3.0 
3.0 
2.5 
O 

O 

O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 

O 
O 
O 
O 

O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 

O 
O 

O 

O 
O 

Reg. rencia 
Baja 

o 59 
o 57 
O 13 

o 200 
O 192 
O 36 

O 237 

o 156 

O 42 
O 8  

O 69 
o 20 
O 26 
O 23 

13.5 -25 
11.3 -72 

11.0 -1575 
10.2 -285 
10.0 -18 
8.7 -23 
6.8 46 

6.3 -32 
6.2 -26 

6.2 -67 
5.8 -81 
5.6 -23 
5.5 -837 

5.3 -13 
5.0 -16 
5.0 -52 
4.7 4755 
4.7 -77 
4.4 -24 
4.4 -92 
4.3 -1319 
3.8 -17 

3.8  -11 
3.7 -32 

3.5 -89 

3.5 -226 
3.4 -36 

sintasa  6xido  nítrico  inducible (¡NOS) 
rnonocina  inducida por interfer6n gama (MIG) 
receptor 1 del factor de  crecimiento endotelial 
vascular  (VEGFR1) 
IRFI ; factor 1 regulatorio  de  interfer6n 
proteína 1 inducida  por  intetfer6n 
87-2;  Antlgeno  activador  de  linfocitos  T  CD86;  CD28 
antlgeno  ligando 2. Antlgeno  87-2 
Stat1 ; transductor de seflal y activador  de 
transaipci6n 
Zyxin;  Dominio  protelna LIM; proteína de uni6n 
actinina-atfa 
Am; horndogo mlgino de ataxia  telangiectasia 
LFAl-alpha; integrina L alfa;  cadena  atfa  de 
glicoproteina de  adhesi6n  de leucocito  LFA-1 
BID;  agonista  de  muerte  apoptotica 
Mdrn2; protelna  regulando  p53 
Fasl;  Antlgeno  ligando  Fas 
DNA  ligasa 111 
proteha receptora de bansferina (p90,  CD71) 
NF-kB p65; Subunidad p65 del  factor de 
transcripci6n NF-kappa4 
catepsina L 
glutation S transferasa Mu I 
Receptor  tipo I de  TGF-beta 
p57kp2;  cdk- inhibidor cdk- de kip2 
uromodulina 
inhibidor  2  de  serina  proteasa 
factor  de transcripci6n SPl P;  dominio POU de  factor 
detranscripciin 
colagenasa tipo N 
factor de  crecimiento  parecido  a insulina  1A 
inhibidor de lids por complemento 
factor  beta  de  necrosis  tumoral  (TNF-beta); 
linfotoxina  alfa 
receptor  C5A 
receptor affi beta de  interfer6n 
TIMP-metaloproteinasa  2  de  inhibidor  de  tejido  2 
catepsina  D 
enzima  convktiendo - interleucina (ICE) 
factor  de  crecimiento  transformante  2 beta 
trombomodulina 
proteasa  2 citotdxica celular (B10) 
gadd45; protelna  inducible de  arresto y daflo de 
DNA 
integtina atfa 6 
gene I CCP  de  serina  proteasa  especffica  de 
linfocito T citot6xico 
enzima convirtiendo-angiotensina (ACE)  (clon 
ACE.5.) 
receptor l d d  factor  de  necrosis  tumoral  (TNFR-1) 
cadena beta  del  receptor de interleuclna -6; 
glimproteina de membrana g p ~  30 
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F6n  24  7  17 
B7b 
C2a 
A l  e 
A4b 

E6j 

879 
B6a 

E6m 

F5g 
wl 
A5b 
B3b 

B4m 
M a  

W 
C2k 

F7i 
C7k 
F7c 
F3h 
B1 k 

F6g 
E3d 
C41 

F7d 
B5i 

D3m 
C l  m 

Mj 
B5h 

A l  m 

D5h 
C4h 
F51 
F6d 
C3e 

F4f 
F6e 
F6c 
F6b 
c1 c 
F7h 

wl 
A3b 

134  7 
204 7 
69  7 
130 7 

55 7 

339  7 
77  7 

51  7 
191  7 
141  7 
35  7 
25  7 

30  7 
27  7 
24  7 

115  7 

48  7 
78  7 
26  7 
31  7 
41  7 

3736  7 
9 6 7  
67 7 

57 7 
143  7 

165  7 
103  7 
205  7 
80 7 

32  7 

316  7 
3 4 7  
43  7 

2254  7 
31 7 

2 2 2 7  
87  7 
53  7 

217  7 
38  7 
175  7 
9 6 7  

43  7 

127 
197 
62 
123 

48 

332 
70 

44 
184 
134 
28 
18 

23 
20 
17 

108 

41 
71 
19 
24 
34 

3729 
89 
60 

50 
1 3 6  

158 
96 
198 
73 

25 

309 
27 
36 
2247 
24 

21 5 
80 
46 
21 o 
31 
168 
89 

36 

9 
42 
64 
23 
42 

19 

108 
26 

18 
63 
47 
13 
10 

12 
11 
10 

43 

19 
30 
11 
13 
17 

1453 
39 
28 

24 
59 

71 
45 
90 
36 

15 

140 
16 
20 
999 
15 

103 
42 
26 
1 05 
19 
87 
48 

22 

4 
4 
4 
4 
4 

4 

4 
4 

4 
4 
4 
4 
4 

4 
4 
4 

4 

4 
4 
4 
4 
4 

4 
4 
4 

4 
4 

4 
4 
4 
4 

4 

4 
4 
4 
4 
4 

4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 

4 

5 
38 
60 
19 
38 

15 

104 
22 

14 
59 
43 
9 
6 

8 
7 
6 

39 

15 
26 
7 
9 
13 

1459 
35 
24 

20 
55 

67 
41 
86 
32 

11 

136 
12 
16 

looZ 
11 

99 
38 
22 
1 O1 
15 
83 
U 

18 

Vacio 
0.299 
0.305 
0.306 
0.309 

0.31 3 

0.31  3 
0.314 

0.31  8 
0.321 
0.321 
0.321 
Vacio 

0.348 
Vacio 
Vaao 

0.361 

Vacio 
0.366 
Vado 
0.375 
0.382 

0.391 
0.393 
0.400 

Vacio 
0.404 

0.424 
0.427 
0.434 
0.438 

0.440 

0.440 
0.444 
VaCiO 
0.446 
0.458 

0.460 
0.475 
0.478 
0.481 
0.484 
Vacio 
0.494 

0.500 

O 
O 
O 
O 

O 

O 
O 

O 
O 
O 
O 
O 

O 
O 
O 

O 

O 
O 
O 
O 
O 

O 
O 
O 

O 
O 

O 
O 
O 
O 

O 

O 
O 
O 
O 
O 

O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 

O 

3.4 -12 
3.3 -89 
3.3 -137 
3.3 -43 
3.2 -85 

3.2  -33 

3.2  -228 
3.2  -48 

3.1 -30 
3.1 -125 
3.1 -91 
3.1 -19 
3.0 -12 

2.9 -15 
2.9 -13 
2.8 -11 

2.8  -69 

2.7 -26 
2.7 4 5  
2.7 -12 
2.7 -15 
2.6 -21 

~~~~~ 

gelatinasa  B 
Rab-2 protelna relacionada  -ras 
glutation S- transferasa  (microsomal) 
EBl protelna  uniendo  APC 
proto-oncogene  c-Fms;  receptor del factor 1 
estimulador  de  colonias  de  macr6fago  (CSF-1) 
subunidad  alfa de glicoprotelna MAG1 de superficie 
celular 
14-3-3 protelna eta 
MAPKKl ; MAP  quinasa  quinasa  3  (especificidad 
dual) (MKKI) 
distrogican  1 
CDC42 - protelna  unidora  de GTP;  G25K 
c-ErbA  oncogene;  receptor  de  hormona  tiroidea. 
oCbl protooncogene (adaptor  de protelna) 
IFNgR2;  Segunda  cadena  (beta)  de receptor  para 
interferon-gamma 
Crk  adaptor  de  protelna 
Maspin  supresor lumoral 
P13-K  p110;  subunidad catalitica  de fosfatidlinositol 
3quinasa 
0" proto-oncogene;  Rac-alpha; protelna quinasa B 
(PKB) 
inhibitor-2 de¡ activador de plasminogen0 
enzima  conjugadora de ubiquitina, raWn HR6B 
metakproteinasa tipo ma-memkana  
protelna 2  relacionada  con  Mad (MADR2) 
ERp72  protelna de slress retfcub endoplasmmico; 
mteína reladonada con isomerase disuffido 

2.6  -2270 &tepina B 
2.5 -54 
2.5 -36 

2.5  -30 
2.5  -81 

2.4 -91 
2.3 -55 
2.3 -112 
2.3 41 

2.3  -14 

2.3 -173 
2.3 -15 
2.3 -20 
2.2 -1245 
2.2 -13 

2.2 -116 
2.1 4 2  
2.1 -24 
2.1 -109 
2.1 -16 
2.0 -85 
2.0 4 5  

2.0  -18 

receptor  interleucina-3 
SP13; sepin; similar  a  proteinasa  inhibidora 6 
humana 
nexin 1 proteasa (PN-1) 
inhibitor de  protelna  quinasa adivadora de ARN, 58 
kDa 
HMG-14 protema  cromosomal  no  histona 
glutation  reductasa 
factor de terminacion TTF-1, RNA polimerasa I 
quinasa 1 regulando  serial  extracelular (ERKl); p44; 
E& 
R b ;  ppl05; protefna  asociada  a swceptibildasd a 
retinoblastoma (gene supresor tumoral) 
factor nuclear  relacionado  a  P45 NF-E2 
PS-2;  gene  homologo de enfermedad de Alzheimer 
cadena ligera de miosina fetal dlcali 

vimentina 
FAFl; factor asociado  a  protelna  Fas; adivadw de 
apoptoais 
factor beta de cracknienb transformante 
miosina  no  convendonal VI 
Rab-3b proteha rawelacionada 
cadena 3 ligera de miadna no muscular 
caspasa-7; L-2; ICEUP3 proteasa cisdelna 
Inhibidor de activa& de plasmindgeno 
"6; transductor de d a 1  y adivador da 
transcripcidn  6; 114 Sta; STA6 
Fli-1 protooncogene relacionado  con ets 
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B5d 63 7 56 32 4 28 0.500 O 2.0 -28 Syk  tyrosina-protelna  quinasa p2icdc42Hs quinasa 

B6k 57 7 50 29 4 25 0.500 O 2.0 -25 P13-K p85; fosfatidilinositol3-quinasa subunidad 
activada  (ack)) 

reguladora;  fosfoproteina p85 

Cuando la cifra  es sólo decimal  indica  que el gen  es  regulado a la baja,  cuando  tiene la palabra 
“vacío”  significa  que  algún  valor  de  señal,  ya  sea  en la membrana  control o con  tratamiento  no 
es  mayor  al  valor  de  fondo o background,  por lo tanto  nos  puede  indicar  algún  gen  que  no  se 
expresa  en el control y si  en  el  tratamiento, o que  por  efecto  del  tratamiento,  se  anula  su 
expresión  (regulado  a la baja). 
En la columna  novena  se  encuentran  el  número  de  veces  que los genes  están  regulados  a la 
alta y se  calculó  dividiendo la intensidad  ajustada  del  tratamiento  entre la intensidad  ajustada  del 
control. 
En la dticima  columna  se  encuentran  el  número  de  veces  que los genes  están  regulados  a la 
baja, y se  calculó  dividiendo la intensidad  ajustada  del  control,  entre la intensidad  ajustada  del 
tratamiento. 
En la onceava  columna  ‘diferencia”  se  encuentran los datos  calculados  con la substracción  de la 
intensidad  ajustada  de la membrana  tratada,  menos la intensidad  ajustada  de la membrana 
control. Los números  negativos  en  esta  columna  representan  un  gen  regulado  a la baja y los 
números  positivos  indican  un  gen  regulado  a la alta. 
Finalmente  en la doceava  columna  Proteínalgene se encuentra  el  nombre  de la proteína que 
codifica  cada  gen. 
En los cuadros se presentan  en  primer  lugar los genes  regulados a la alta  comenzando  por el de 
mayor  magnitud,  posteriormente se presentan los genes  regulados  a la baja,  tambien  de  mayor 
a  menor  magnitud,  estos  genes  se  seleccionaron  por  tener  dos o m&  veces la magnitud  de la 
sefial  del  control,  dependiendo  si  es  a la alta,  es  más, y si  es  a la baja,  es  menos. 
Los resultados  de los tres  experimentos,  uno  de  cada  dosis,  se  representan  de la misma  manera 
y los  cálculos  se  hicieron  de la misma  forma. 
Los resultados  del  microarreglo  del  primer  experimento,  que  fue  el  de 50 unidades  de IFNyl ml, 
se  utilizaron  como  indicador  para  buscar  en los siguientes  experimentos, la respuesta  de los 
mismos  genes  regulados  a la alta o a la baja observados  en  este  experimento, por lo que 
existen  genes  reportados  en el tratamiento  de  10 y 3 unidades  de  IFN.u/ml  que  no  cumplen  con 
la magnitud  de la seiial seleccionada, pero se  presentan  para  mostrar  el  comportamiento  de 
estos  genes.  Posteriormente se analizó el reporte  generado  por  el  experimento  sin  ninguna 
modificacidn,  de  tal  manera  que  no  todos los reportes  de los tres  experimentos  comprenden los 
mismos  genes.  Ambos  resultados se encuentran  en  el  mismo  reporte  de  cada  uno  de los 
experimentos. 
En  el  primer  experimento  con  tratamiento de 50 unidades de IFNy/ml  (fig.4a y 4b),  se 
identificaron 88 genes  con  cambios  en los niveles  de  expresi6n  de  ARNm  despues  de la 
estimulacidn con IFNy (cuadro 5). De  estos 88 genes, solo 14 e M n  regulados  a la alta 
representando  casi  el  16%, y, de  este  total el 57% tuvo  una  magnitud  de 2 a 6 veces  m6s  el 
valor  del  control,  dentro  de  este  se  encuentran el transductor  de seiial y activador  de 
transcripddn 1 (STATI), proteínas  de  adhesión  como  integrina L alfa1 (LFA1) y genes 
relacionados  con  apoptosis  como  proteína  reguladora  p53 (MDM2). ligando  de  antígeno  Fas 
(Fasl) y agonista  de  muerte  apoptótica (BID). Alrededor  del 29% tuvieron  una  magnitud  de 7 a 
13 veces  el  valor  del control, dentro  de  este  grupo se encuentran  proteínas  relacionadas  con 
IFNy como  Factor1  regulado por IFN  (IRF1) y Proteína 1 inducida  por  IFN;  el  receptor  del  factor 
de  crecimiento  endotelial  (VEFGR1 ó Fltl) relacionado  con la inhibicidn  de la mitogtinesis 
inducida  por  el  factor  de  crecimiento  vascular  (VEGF), la proteína  hom6loga  de  ratón  Ataxia 
telangiectasia  (Atm) y antígeno CD86 activador  de  linfocito T (B7-2), que  est6  relacionado  con 
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Microarray control del  experimento  de 50 unidades  INFylmI 

FigAa. Resultado  del  microarray  control  del  experimento  de 50 unidades  de  INFylml  en  macrófagos 
peritoneales  de  ratón. Los cuadros  representan los distintos  genes y los números los genes  de  interés; l. 
Factor  regulatorio  de  Interfer6n  (IRFl),  2.  Oxido  nítrico  sintasa  inducible  (¡NOS), 3. transductor  de  señal  y 
activador  de  transcripci6n  1  (STATl),  4.  lntegrina  1  alfa  (LFA-l), 5. Receptor  1  de  factor  de  crecimiento 
endotelio  vascular  (VEGFRl), 6. Receptor  2  INFy  (IFNR2), 7. Receptor  1 de Factor  de  crecimiento 
transformante  (TGFBRl), 8, Proteína  2  relacionada  con  MAD  (MADR2), 9. Proteína  de  unión  a  GTP 
(CDC42),  10.  Factor  de  crecimiento  transformante  (TGF)  y  11.Proteina  de  unión  de  adenomatosis 
poli~siscoli (EBt-APC). 
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Microarray con tratamiento  del  experimento  de 50 unidades INFylmI 

.. 
Fig. 4b. Membrana  con  tratamiento  donde  se  ven  claramente  el  cambio  en  la  intensidad'de  las 
manchas,  que  indica los genes  regulados  a  la  alta l .  IRF1,  2.  ¡NOS,  3.STAT1,  4.LFA-1 y 5. VEGRI1. 
Las  manchas  con  intensidad  menor  que  en  el  control,  indican  genes  regulados  a  la  baja; 6. IFNR2, 
7.TGFBR1,8.MADR2,9.CDC42,1O.TGFP y 11.EBI-APC. 
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el disparo  de la citotoxicidad de du las  NK. Y, finalmente, el 14% tuvo  una  magnitud  de 58 a 59 
veces  más el valor  del  control,  en  este  grupo se encuentran la forma  induable  de  la  enzima 
Óido nítrico  sintasa (¡NOS), siendo esta enzima  dependiente de IFN-y y cataliza la form&n 
de  grandes  cantidades  de NO y monoquina  inducida  por  IFNy (Mig), esta proteína está 
relacionada con el crecimiento,  movimiento y activacic5n  de  células  que partidpan en la 
respuesta  idlamatoria. 
Cabe  mendonar  que  este cambio tan  grande en la  magnitud  de estos dos genes se debió a que 
en  la  membrana  control el valor  de la  intensidad  ajustada  fue O y 1 respectivamente. 
El 84% restante  (74)  del  total  de  genes  que  variaron  su  expresión  debido a la presencia  de IFNy 
fueron  genes  regulados a la  baja (cuadro 5), de  este  total el 86.5% tuvo una  magnitud  de 2 a 5 
veces  menos el valor  de la señal  del  control.  Dentro  de  este  gran  grupo se encuentran prote 
oncogenes y oncogenes como Flil, cCM, c-Fms pmtoamgen, GAM y G E M  oncogen; un 
grupo de quinasas o genes  relacionados  con ellas como proteína  quinasa - tirosina Syk ( a c k ) ,  
CamKII,  MAP  quinasa  quinasa 3 (MAPKKl), quinasa 1 señal  extracelular  regulada (ERKl), 
inhibklor  de ARN de  proteína  quinasa  activada,  subunidad catalííka 3- quinasa fosfadidil inositol 
(P13k pl10). TamWn se encuentran en este  grupo  regulado a la baja una  gran cantidad de 
proteasas,  entre ellas tenemos  proteasa du la r  citot6xica 2 (BlO), gelatinasa B, proteasa  senna 
específica de linfocito T citot6xko (CTLA), proteasa  nexin 1 (PN-l), algunas del grupo de 
proteasa  cisteína como caspasa-7 y enzima  convertidora  de  intedeuquina (ICE), bs dos 
posiblemente  relacionadas  con  apoptosis;  proteasas  lisosomales como catepsina B y D; 
proteínas  relacionadas con proteasas como es el caso de la enzima  conjugada con ubiquitina. 

Cuadro 5. Resultados del microarreglo  de 50 U. IFN. /mi 

F No. De  genes Regulados a la atta 

Número de I PorcientoTatd I Pom'ento I Magnitud' 
genes I I I (mayor) 

14 I 57 I 2-6 

I 

Númerode I PorcientoTotal I Porciento I Magnitud* 1 
Q e W S  (menor) 

74 04 86.5  2-5 
13.5 6-13.5 

30 



También  encontramos  en  este  grupo,  proteínas relacionadas con matriz celular,  incluyendo a 
distroglin, metaloproteinasa tipo matriz-membrana,  inhibidor  de  tejido  metaloproteinasa 2 
(TIMP2).  Un grupo de  receptores,  incluyendo:  cadena beta de receptor de interleuána 6, 
receptor1  de fador de  necrosis  tumoral (TNFRl), receptor para  interleucina 3, receptor beta 
para  lFNg  (IFNgR2).  receptor beta para lNFa y receptor para el factor  de  complemento C5. Otro 
grupo  de  factores  involucrados  en la transcripción tamwn se encuentra dentro de estos genes 
regulados a la  baja:  factor de transcripción Wl (UCRBP), factor de terminaciiml y factor S-ll de 
transcripci6n.  Un  grupo  de  genes  relacionados con TGFp o con  su ruta; proteína 2 refadonada 
con  Mad (MADR2) y factor beta y beta 2 de crecimiento  transformante.  Un  grupo de genes 
relacionados  con  coagulación como Inhibidor e inhibidor2  activador  de  plasmin6geno y 
trombomodulina. Los genes  supresores  de  tumor como proteína  relacionada  con la 
susceptibilidad a retinoblastoma Rb, maspin  supresor  de  tumor.  Proteínas de supemcie como 
subunidad  alfa  de la glipoproteína  de superficie celular  (MAC-1).  lntegrina alfa 6. Proteína  de 
uni6n  de  adenomatosis poliposis d i  (EBl). Se encow tamwn en  este  grupo el gen  que 
codifica al factor transductor de señal y activador de  transcripci6n 6 (Stat 6) y al gen de  la 
proteína  de unan  CDC42  (G25)  rehcionada con el movimiento del macr6fago y factor beta de 
necrosis  tumoral  (TNFp). 
Del total  de  genes  regulados a la baja el 13.5%  restante  tuvo  una  magnitud de 6 a 13.5 veces 
menos el valor  de la seiial del c o n t r o l ,  encorWndose en  este  grupo  genes  que  codifican la 
subunidad p65 del factor  de  transcripci6n  nudear  NF-kappa-B  (NF-kB p65), el m o r  tipo 1 de 
TGFp. Tambien se encuentran  algunas proteasas o proteínas rebcionadas am ellas como 
catepsina L, glutation S transferasa  microsomal,  Colagenasa  tipo IV, e inhibidor 2 de ana 
proteasa. El gen  supresor  de  tumor  p57kip2  tambi6n se encuentra  en  este  grupo. 

El reporte  del  experimento  de  10  unidades  de  IFlr)y/ml gener6 90 genes en total (m- 5a y 5b, 
cuadro 6), pero cabe d a r a r  que de & t o s ,  27  genes (30%) no cumplen el requisito  de  tener 2 
veces m& 6 2 menos la magnitud  de seW en  comparackjn con el c o n t r o l ,  pero era importante 
conocer su  comportamiento, ya que  en el experimento de 50 unidades de IFlr)y/ml presentam 
cambios  importantes. Para la descripci6n del comportamiento de los genes se tomad como 
100% los 63  genes restantes (cuadro  7). De este loo%, 11 genes se expresaron a la alta, 
representandoel17.5%deltotalydeestetatalel82%exp~de2a3vecesm8sh~del 
control, los genes  que  continúan  expreshndose  son STAT1, LFAl-alfa, BID y Atm. En este 
grupo se encuentran  dos  nuevos  genes que no se expresaron  notablemente  en d tratamiento 
de 50 unidades  de  lF&/rnl, la primera es una peptidasa cisteína, Cat- H, y la segunda la 
proteasa  gelatinasa B y un  gen  que  en 50 unidades se expresa a la baja miosina IV no 
convendonal. El 18%  restante b constituyen los genes  que  codifican ¡NOS y IRFl, los cuales 
tienen 4 y 8.4 veces v e  m& su m que el control. 
Con respecto al 82%  correspondiente a los genes  expresados a la baja en esta dosis, el 79% 
tuvo  una  magnitud  de 2 a 3 veces m& que b manifestada por la membrana c o n t r d ,  todos  los 
m i e m b r o s d e ~ e g r u p o , ~ ~ s e e ~ m a l a b a j a e n e l t r a t a m i e n t o & 5 0 u n i d a d e s d e  
IFNy/ml,  excepto la expreskh del nuevo gen que c o d ¡  la proteína  reguladora de glucosa 
(Grp79). En general  en este grupo, la magnitud de expresi&1 fue similar que la registrada en el 
primer  experimento,  excluyendo a km genes Catepsina L, colagenasa tipo IV y ghrtatiort S 
transferasa,  que  tuvieron  una  dsrninuci6n m a y o r ,  errtre 2 y 5 veces  menos del valor registrado 
en el experimento  anterior. 



Microarray control del experimento  de 10 unidades  INFylmI 

Fig. 5a. En  esta  figura  se  muestran los resultados  del  microarray  control  del  experimento  realizado  en 
macrófagos  peritoneales  de  ratón  activados  con  10  unidades  de INFylml. Los genes  que  se  muestran 
son  1.IRF1,  2.iNOS,  3.STAT1,  4.LFA1, 5.VEGFR1, 6.IFNR2, 7.TGFPR1, 8.MADR2, 9.CDC42  y  10.EBI- 
APC en la membrana  control. 
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Microarray con tratamiento  del  experimento de 10 unidades INFylmi 

Fig. 5b., Resultados  del  tratamiento  correspondiente  a los mismos genes  que el  control,  de los cuales 
1 .IRFl, 2.iNOS,  3.STAT1,4.LFAl  se  encuentran  regulados  a  la  alta y 6.IFNR2,7.TGFPR1,  8.MADR2, 
9.CDC42 y 10.EBI-APC  regulados  a  la  baja. 
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ARN, 58 kDa 

kanscrpcidnNFkap9aB 

pdimerasa I 

gkoproteína de slperficie celular MAGI ; 
CR-3; antígeno 0 1 1  B 

B4a 102 17 85 83 5 78 0.91765 O 1.1 -7 NFkBp65;Subunidadp65delfadorde 

A2j 370 17 353 406 77 329 0.93201 O 1.1 -24 fadwde tenninacidn lTF-1, RNA 

E6j 81 17 64 48 5 61 0.95313 O 1.0 -3 Preassadetasubunidadalfadela 

El 15% de los genes tuvo una  disminución  en  su  expresión  de 4 a 5 veces  menos  el valor de la 
señal  del  control y presentan  similitud,  tanto  en los genes como en  su  correspondiente 
magnitud. Sólo dos genes  tienen  una  leve  diferencia,  maspin  supresor  de  tumor y enzima 
conjugando  ubquitina,  las  dos  presentan  una  diferencia  de  dos veces menos d valor  registrado 
en  el  primer  experimento. El 6% restante lo componen  genes  que  disminuyeron  su  expresión  de 
7 veces  en  adelante,  estando  en  este grupo, TGFP con  una  expresi6n a la baja similar a la 
obtenida  en el experimento  de 50 unidades de IFNylml,  CDC42, con una  expresión  de 3 veces 
menos  que  en el anterior  experimento. 

Cuadro 7. Resultados  del microarregb de 10 U. IFNO Iml 

No.  De  genes I Regulados a la alta 
Identificados 

Número  de 
genes 

11 

63 

PofcientoTotal I Porciento I Magnitud" 
I I (mayor) 

17.5 I 820 I 2-3 
1 8b 14-8.4 

I 
I I 

Expresados a la Baja 

I Númerode I PordentoTotal I Porciento I Magnitud' 
genes  (menor) 

52 82 79" 2-3 
1 5d 4-5 

1 I 

c.- Tambiin se presentan en m., (excepto proteinas reguladaas de gIucosa Grp70) 
d"E~~ndemaspinayubiquit inaesEa~2vecesmenosalde50U. 
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Los resultados  obtenidos  en  el  experimento  de 3 unidades  de  IFNy/ml,  tuvieron  un  total  de  86 
genes  (cuadro  8).  de &os, 49 o sea el 57% no  cumplieron  con  el  requisito  de  dos o más  veces 
el  valor  de la señal,  por lo tanto los 37 genes  restantes serán ahora  el  lOO%(figum  6a y fib, 
cuadro 9). De  este 1 OO%, el  16% se expresó a la atta, y el 83%  de  este  total se expresó  en  una 
magnitud  de 2 a 5 veces  más  el  valor  de la señal  del  control.  En  este  grupo se encuentra el gen 
que codifica la  proteína  LFAl-atfa,  la  cual  tiene  un  valor  similar  en los tres  tratamientos. El gen 
que codifica IRFl, tuvo  una  expresión  dosis  respuesta,  es  decir  que  disminuyó  en  magnitud  de 
expresión  al  disminuir la dosis. El gen  que codifica la proteína 1 inducible  por  IFN,  tiene  un 
comportamiento poco coherente,  ya  que se expresa  en  igual  magnitud  en  los  tratamientos  de 50 
y 3 unidades de IFNylml, pero en  el  tratamiento  de 10 unidades  de  IFNylml,  no se expresa.  En 
este  grupo,  aparece  un  nuevo  gen, la proteína receptora de  transferrina  (p90),  que en los 
anteriores  experimentos se expresó  marcadamente a la baja. El 17%  restante  de  los  genes 
regulados a la atta, lo representa  un solo gen,  VEGFRl , con  una  elevada  magnitud  de  expresión 
a la alta,  debido a que el valor  del  control es O, además cabe  mencionar,  que  en  el  tratamiento 
de  10  unidades  de  IFNy/ml  no se expresa. 
Con  respecto a los  genes  regulados a la  baja,  en  total  representan  el 84%, de  este  total  el  90% 
tuvo  una  magnitud  de  expresión a la baja de 2 a 7 veces  menos  el  valor  del conttd. En  este 
grupo se encuentran  genes  que  mantuvieron  su  expresión  sin  mucha  variación  en los tres 
tratamientos  como  metabproteinasa tipo matriz-membrana,  serpin  (SP13).  IFNgR2,  lntegrina  alfa 
6, CTlA1.  dusterin,  inhibidor  de  lisis  por complemento. MADR2,  TIMP-2,  MAPKKl, colagenasa 
tipo IV y EB1. 

Cuadro 8. Resultados  del  microarreglo  de 3 U. IFNO  /ml 

No.  De  genes 
Identificados 

Regulados a la atta 

Número  de Magnitud*  (alta) Porciento Porciento Total 
genes 

6 2-5  83'  16 
179 

37 
Expresados a la Baja 

Númemde 1 Porciento  Total 1 Porciento I Magnitud'  (baja) I 
genes 

31 2-7 90 84 
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Microarray control del  experimento de 3 unidades  INFylmI 

.. 

Fig. 6a. En  esta  figura se  muestran los resultados  del  microarray  del  experimento  realizado  en 
macrófagos  peritoneales  de  ratón  activados  con  la  dosis más baja  de 3 unidades  de  INFylml  señalando 
la expresión  de los siguientes  genes:  1.IRF1,  2.LFA1,  4.IFNR2,  5.TGFPR1,  6.MADR2, 7. Subunidad  65 
del  factor  de  transcripción  NF-kappaB  (NF-kB  p65)  y 8. Maspin  Tumor  supresor  y  9.EB1-APC 
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Microarray con tratamiento del  experimento de 3 unidades INFylmI 

Fig.6b. Señala  en  cada  cuadro los mismos  genes  que el control  con los respectivos  cambios 
debidos  a la activación  por INFyml.  1.IRF1 y 2.LFA1  regulados  a la alta y los genes  4.IFNR2, 
5.TGFPR1, 6.MADR2,7.NF-kB p65,8. Maspin  Tumor  supresor y 9.EB1 -APC  regulados  a la baja. 

.. 

39 



Cuadro 9. 
Resultados Experimento 3 unidades lFN@ml 
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El siguiente  grupo, lo representan  genes  que  tuvieron  dosis respuesta como enzima 
convertidora  de  angiotensina (ACE), catepsina L, RAB-2, proteina  relacionada +as, 
senna  proteasa  inhibidor  2 (Spi2), TGFBZ, uromodulina y finalmente TGFb R1. También  en  este 
grupo se encuentran  genes como gelatinasa 6, factor  pmteico  asociado  a Fas  (FAFl), fador 
nudear  relacionado  con P45 NF-E2, Glutation redudasa, y, factor  1A de crecimiento pareddo a 
insulina,  que  no  tuvieron  cambio  en  la  dosis  intermedia, y que  en  esta dosis baja  si  presentan  un 
cambio. Por úttimo, los genes  proteína  homóioga  de r e p a w n  de escisión UV Rad 23 y 
Quinasa  de  linfocito 6 (BLK), los cuales se encuentran  en  este  grupo  de  expresión  a  la  baja 
entre  2 y 7 veces  menos, pero en las dosis  anteriores  no  habían  presentado  cambio  alguno. 
Por úttimo se encuentra el grupo de genes  que  presentó  una  magnitud  de  expresión  a  la  baja, 
de  más  de 8 veces  la  señal  generada  por  el  control. Estos genes no presentan  congruencia  en 
los resultados, como en el caso de  supresor  de  tumor  maspin,  que  en  este  experimento 
presenta  una  magnitud  muy  alta  al  igual  que  los  genes  que  codifican NFkB p65 y la proteína 
uniendo  puntos  recombinantes (trash), este  valor  tan  alto  de  la  señal se debe  a  que  a  que el 
valor  de la sefial  del  control  es  igual  a O, éste  Úttimo  gen  no  presenta  ningún  cambio  en las dos 
dosis  anteriores,  el  gen  que codifica el receptor de la fracción  de  complemento C5A, se 
encuentra  también  en  este  grupo, y tuvo  un  comportamiento  similar,  ya  que  en  las  dos  primeras 
dosis  esta  regulado  a  la  baja y en  la  dosis  menor  aparece  regulado  a  la  alta. 
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Posteriormente a los microarreglos, se hideron  transferencias  Northern  (Northem blots) de 7 
genes para conocer la veracidad  de los resultados.  Se  escogieron  dos  genes  regulados a la  alta, 
lRFl y STATl y 4 genes  regulados a la  baja,  TGFpRl,  TGFp , los cuales a n  relacionados 
con TGFp, el gen  que codifica la  proteína  CDC42,  relacionada  con el movimiento  del  macrirfago, 
y, IFNgR2,  porque  en  los  resultados  de  microarreglos  tuvo  un  comportamiento a la baja de 
similar  magnitud  en los tres  tratamientos y, finalmente Flil por tener  un  comportamiento un poco 
extraño  en los resultados  de los tres  tratamientos. Los Worthem Mot, se realizaron  con  ARN poli 
A, y solo  con  la  dosis  alta (50 unidades  de  IFNylml) y la baja (3 unidades  de  IFNy/ml) y se us6 
para  normalizar los resultados el gen  que codifica la proteína  S29. Los resultados con respecto 
a los genes  regulados a la  alta lRFl y STATl (Fig. 7), ra t i f in  los resultados  obtenidos en los 
microarreglos en  una  proporción  similar.  En  relación a los genes  invducrados con TGFp, 
TGFpRl y TGFp (Fig4 la proporcf6n  obtenida en el microarreglos  fue  mucho  mayor a la 
obtenida en los Northern  blots, pero la  tendencia se mantiene  claramente a la baja,  sobre  todo 
en  TGFpRl en la  dosis  de 50 unidades y para  TGFB en la dosis de 3 unidadedml. Los 
resultados  obtenidos  en el gen  que c a d i  Fli 1, es  similar al obtenido en el microarreglo, al 
igual  que  el  gen  que codifica CDC42, al parecer, los genes no son estimulados  con la  dosis 
menor  de 3 unidades  de  IFNy/ml. Los resultados obtenidos con respedo al  gen que codifica el 
receptor 2 para  de  IF&. con la dosis alta muestra  una  disminución  marcada en su  expresión, 
mientras  que  en la dosis b a j a ,  tambhn  existe  un  cambio  aunque menor, pero  en  ambos casos 
es menor  que el registrado  en las membranas de microarreglo,  ya  que la disminución fue 
alrededor  de 3 veces menos la señal registrada por el control en los correspondientes 
microarreglos (M. 9). 
Como una  tercera y ÚRima  comprobacidn  de los datos  registrados en los microarreglos, se 
hicieron  Northern Mats de 4 genes,  dos  de los cuales fueron  regulados a la alta, lRF1 y STATl 
y dos  regulados a la  baja,  CDC42 y TGFp R1.  Para  este  último  experimento se utilió un 
bloqueador  de  la ruta de s e i t a l i i n  para  IFNy llamado tirfostin  AG490, el cual funciona 
bloqueando la actividad de JAK2, inhibmdo especificamente h adividad tirosina  quinasa e 
intenumpiendo por consecuencia  toda  la s e i t a l i n .  Para realizar este  experimento se 
utilizaron ARN  total y Pdi A, los únicos  resultados  que se presentan  son los de Pdi A, porque 
los resultados son mucho más dam, ya sea manteniendo,  disminuyendo o aumentando h 
expresión  de los CADNs.  Cabe  mencionar,  que  siempre se mantuvo la misma  tendencia,  tanto 
en los experimentos,  realizados con ARN total y Pdi A. Cada uno  de los experimentos  fue 
realizado con  macr6fagos peritoneales de ratón, como en los demás  experimentos y con la 
siguiente  estrudura:  un grupo control, un grupo la  dosis  alta  de  IFNy  utilizada  en  todos  nuestros 
experimentos (50 unidades  de  IFNy/ml) y un  tercer grupo con la dosis  anterior  de  IFNy y AG490 
a una  concerrtraci6n  de 40 mM. 
Los resultados  obtenidos con kw genes  regulados a la alta  (Fig.lO),  fueron  inesperados  porque 
la  expedativa,  era obtener resuttados similares  en el grupo control y en el tercer grupo tratado 
con IFNy y AG 490, y no  fue así, en los experimentos reali con estos dos  genes el tercer 
grupo  con  tratamiento de IFNy y AG490,  tuvo un comportamiento  similar al tratado sób con 
IF&, indicando el no bloqueo de la nrta de  Para el ARNm  de  STAT 1, el grupo 
tratado con IFNy  aument6  alrededor  de  tres veces el valor del  contml y el resultado obtenido por 
el grupo  de IFNy m& AG490, report6 un  aumento de alrededor  de  2.5  veces el valor  de la seiial 
del control. En el caso de IRFl. el valor del grupo  de  células tratadas con IFh  fue de alrededor 
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del control. En el caso de IRF1 , el valor del grupo  de  células  tratadas con IFNy fue de alrededor 
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Fig 7. Para  conocer la veracidad  de los resultados  obtenidos  en los microaarays  se  hicieron 
transferencias  Northern  del  mRNA  obtenido  de  macrófagos  peritoneales  de  rat6n  con la dosis  alta  de 50 
unidades  de  INFylml  y  la  dosis  baja  de 3 unidades  de  INFylml  de  dos  genes  regulados  a la alta  IRF1  y 
STAT1, los resultados  obtenidos  se  normalizaron  con  la  hibridación  obtenida  del  mRNA  que  codifica la 
proteína  ribosomal S29. Los resultados  muestran  el  mismo  comportamiento  de los dos  genes  y  es  muy 
cercana  la  magnitud  de  expresión  en  la  transferencia  a  la  alcanzada  en los microarrays. 
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Transferencia  Northern de los genes  relacionados  con TGFP 
activados  con INFy 

+- v) 

S 
3 

.- c 
v) 

S 
3 

.- 

TGFP RI 

Control IFN-y50 Control IFN-y 3 

TGFP 

Control IFN-y50 Control IFN-y3 

S29 

Fig 8. Para  conocer la veracidad  de los resultados  obtenidos  en los microarrays  se  hicieron 
transferencias  Northern  del  mRNA  obtenido  de  macrófagos  peritoneales  de  ratón con la dosis  alta  de 50 
unidades  de  INFylml  y la dosis  baja  de 3 unidades  de  INFylml  de  dos  genes  regulados  a la baja TGFP y 
TGFPR1. Los resultados  muestran  para TGFP un  comportamiento  similar, solo que  de  proporción 
diferente,  sobre  todo en la dosis  de 50 U/ml, en la cual  es  muy  leve el cambio  de  expresión.  Para 
TGFPRl la tendencia  en  las  dos  dosis  se  mantiene  claramente  a la baja, solo la proporción no es la 
misma. 

45 



Transferencia  Northern de  los  genes  regulados  a la baja  por  INFy 
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Fig. 9. Para  conocer la veracidad  de los resultados  obtenidos  en 10s microarrays  se  hicieron 
transferencias  Northern del rnRNA  obtenido  de  macrófagos  peritoneales  de  rat6n  con la dosis  alta  de 
50 unidades  de  INFylml  y la dosis  baja  de 3 unidades  de  INFylml  de  otros  tres  genes  regulados  a  la 
baja, Flil, CDC42  e  IFNyR2. LOS resultados  muestran  tanto  para Flil y  CDC42  una  tendencia  similar 
a la obtenida en los microarrays, solo que la magnitud de la  expresión  a la baja no  es  igual.  Con 
respecto  a  IFNyR2,  la  tendencia en las dos  dosis  se  mantiene  presentando  un  ligero  cambio  en  la 
dosis  de  50U/ml  y  obviamente la proporción  varía  notablemente  a la obtenida  en el microarray. 

46 



Transferencia  Northern de  genes  regulados  a  la  alta  por INFycon 
AG-490 como  bloqueador  de  la  ruta  de  señalización 
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Fig. 10. Como  una  segunda  comprobación  de los resultados  obtertidos  en los microarrays se hicieron 
transferencias  Northern  del  mRNA  obtenido  de  macrófagos  peritoneales  de  ratón con la dosis  alta  de 50 
unidades  de  INFylml  usando el bloqueador  de la ruta JAK-STAT,  A(G490. Los resultados  obtenidos  de 
los genes  regulados  a la alta  fueron  inesperados  ya  que  ninguno  de  (estos  genes  se  bloqueó el estímulo 
desencadenado  por INFy, presumiblemente  puede  existir  una  ruta  alterna. El resultado  obtenido  con 
interferón en este  experimento  fué  similar al de los microarrays. 
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de 7 veces más d valor  del  control y la expresión  de  este gen en  el  grupo tratado con IFNy y 
AG490, fue  la  misma. Cabe mencionar  que  este  experimento,  dado sus resultados, se rem 
dos veces más  con  resultados  similares. 
Con  respecto  a los dos genes regulados  a  la  baja, en lo microarreglos (fig 11). los resultados 
fueron los esperados. El grupo  de  células  tratadas  con IFb más AG 490, presentó un 
comportamiento  similar,  al  grupo  de  células  tratado control, expresando  el  gen,  a  diferencia  del 
tratado  con IFNy, que  manifestó la disminución  de  la  expresión del gen. Comparando los 
resultados  del microarreglos con  este  experimento  son  muy  cercanos los valores  de la 
regulación a la baja de estos  genes. 
El análisis  de t de  Student de los resultados  obtenidos  de óxido nítrica en todos los 
experimentos  a  las 48 hr.,  reporto una signifincia p< 0.05 
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5. MSCUSl6N. 

Para  determinar los cambios  en la expresión  de  ARNm  en  macrófagos peritoneales de ratón con 
diferentes  dosis  de  IFNy,  se  hicieron  microarreglos  con dosis de 3, 10 y 50 unidades  de  IFNy/ml, 
cada uno con  su  correspondiente control. Para  conocer  ía  veracidad  de los resultados  obtenidos 
en  las  membranas  de  microarreglo, se hicieron  transferencias  Northern  con  algunos genes 
escogidos (7) con  las  mismas  dosis y finalmente se realizaron otras transferencias  Northern, 
con 4 genes,  dos  regulados a la  baja y dos  regulados a la alta.  Este  experimento se realid sob 
con  la  dosis  alta y con esta misma  dosis y un  bloqueador de la ruta JAK-  STAT,  AG-490,  de tal 
manera  que  el  resultado  esperado  en el grupo  de  células  con  IF& m& AG490,  tuviera  el 
mismo  comportamiento  que el control. 
Solo se tomaron  en  cuenta  aquellos  genes  que  tuvieron  un  cambio  en  la  magnitud  de  expresión 
de 2 ó m& veces a la  alta o a la  baja  con  respecto  al  control,  ademas  de  usar como punto  de 
comparacidn los resultados  obtenidos  en el primer  experimento realizado, que fue el de  la  dosis 
mayor  de 50 unidades  de IFk /  ml.  Cabe  mencionar en este  punto  que alrededor de 500 genes 
contenidos  en  las  membranas de microarreglos,  no  presentaron  cambios al  tener  contacto con 
IF*. 
De los genes  que  presentaron cambios debido a la presencia  de  IFNy, los resultados  muestran 
alrededor  del 20% de genes  regulados a la alta  en las células  tratadas con IF% y este  resultado 
fue  constante  en  los  tres  tratamientos.  Esta es la  primera  divergencia  en  nuestros  resultados, 
porque  en atros experimentos se han reportado m&  genes  regulados a la atta que a la baja 
(Bohem, et al.,  1997;  Klamp et al.,  1997;  Der S. et al., 1998). 
Nuestros  resultados  no  muestran  diferencias  en  cuanto a los genes que fuem regulados a la 
alta. Los genes  que  son  preferencialmente  induddos  por  IFNy,  son  integrina atfa 1 (LFAla). 
transductor  de  seiial y adivador de la transcripción  STATl, factorl regulador  de IFN (IRFl), 
agonista  de  muerte  apoptótíca (BID), óxido  nítrico  sintasa  induable (¡NOS), homcilago ataxia 
telangiectasia  murino  (Atm),  pmteina  inducible por interferh y monoquina  inducida por 1Flr)y. La 
mayoría  de estos genes, solo fueron  regulados a la alta  en los tratamientos con 50 y 10 
unidades  de  IFNy/ml y sdlo LFA-1 y IRF1,  fueron  regulados a la alta en los tres tratamientos. 
Para STATl y IRF1, los resultados  son  esperados.  ya  que es conoddo que STATl se 
encuentra  en el citoplasma y wando es activado  por  la  unión  de  IFNy con su receptor, la 
adivacidn  de JAK, la fosforilación y subsecuente d d n  de  STATl, el cual es translocado al 
núdeo,  donde se une a los sitio activados por  IF& (GAS) en los promotores inducibks por IF& 
para  dar  lugar a la transcripci6n  primaria  de estos genes,  uno  de los cuales es lRF1 y la misma 
STATl, los wales pueden actuar como factores adivadores de  transcripción de otros genes 
activados por IFNy que poseen en sus promotores  elementos  de  respuesta  estimulados por 
interferbn  (ISRE) como iNOs, ICE  (respuesta  secundaria) (Bohem et al., 1997 y Lehtonen. et 
al.,  1997).  En cuanto a LFAl , se sabe que los contados funcionales entre leucocitos y e n d o t e l i o ,  

juega  un  importante  papel  en  la bobgía del  sistema  inmune y en  inflamaci6n. Es bien conoda 
la tegulach a la alta  de  este  gen mediada por IFNy  en  células  endoteliales  (Billiau et al., 1998), 
lo que si vale la pena  tomar  en  cuenta,  es la sensibifidad que tiene este  gen a este mediador 
química,  ya  que  presentó  cambio  importante  aun con la dosis más baja  de IF&. 
El 80% restante, b representaron  genes regulados a la baja,  en  este  grupo,  tuvimos  muchas 
diferencias entre nuestros  resultados y otros tramos reportando estos  genes y estas diirendas 
fueron  tan  grandes cdmo tener  genes  regulados a la b a j a ,  que en la bibliografía  estfrn 
reportados como regulados a la alta.  Nosatros podemos explicar  esta  divergenda, 
argumentando  que  con  aigunos trabajos no estamos compartiendo b misma especie y en otros 
que  COtTIpartimOS la especie, no  compartimos el mismo tipo celular. Se han repomo diferencias 
marcadas  en la expresibn  de  genes  entre tipos celulares  distintos en respuesta a la activación 
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por IFW y aún entre el mismo tipo celular, sób que  una  población  de  ella,  proviene  de cultivo 
celular  como  en  el caso de la  línea  celular RAW 264, contra  macrófagos  peritoneales  de la 
misma especie (Hussain et al.,  1999). Tambkn se  han  reportado  diferencias  en la expresión  de 
genes  aun entre dos  líneas  celulares  diferentes,  Raw  264  contra  WEHI-3, porque esta  última 
línea,  aunque  es capaz de  responder al  estímulo  por IFNy promoviendo  regulación a la  alta  de 
algunos  genes, esta respuesta  no  incluye la respuesta  de  genes  que  dependen  primariamente 
de  elementos  ISRE o GAS, sugiriendo,  que los -os pueden  utilizar  diferentes  etementos 
GAS dependiendo  del  estado  de  maduración  en el que  se  encuentre  (Lucas et al.,  1998). 
Tambkn  existen  diferencias  en cuanto a expresión  Ue  genes,  dependiendo  de la sustancia 
utilizada  para d i a r  los m", especificamente se han  detectado  algunos  cambios  en 
receptores  de  supemcie  cuando las células  son  elicitadas  con tioglmlato que  aquellas  elicitadas 
con  peptona  (Zuckerman S., 2001  comunicación personal). Por  último,  también se han 
reportado poMaciones  diferencialmente  distintas  de macrófagos, cuando son dios con 
tioglicolato  (Pinson et al.,  1992). Otro punto  de  argumentación  para estos resultados  tan 
diferentes, es que la dosis  de  IF&  usada  en  nuestros  experimentos,  fueron  muy bajas en 
comparación a las  usadas  por los diferentes grupos, donde la  dosis  más  baja  es de 100 
unidades  de lFNy /ml. 
Para  explicar  nuestros  resultados con TGFp,  TGFpRl y MADR2,  tenemos  que  recordar la ruta 
normal  de  seiralización  de  TGFB, el  primer  mediador  importante  de Malización caracterizado 
fue  "mothers  against  dpp"  (MAD).  En  vertebrados,  algunos hom6logos han sido identificado, 
Ilamándosek SMAD. En dulas no  estimuladas, se encuentran  estas  proteinas  principalmente 
en el  citoplasma como complejos  homoméricos,  cuando son estimulados con TGFB, se induce 
una  asociación  pasajera  de las proteínas  SMAD  con los mceptores heterodiméricos  para  TGFp 
(Macias-Silva et al., 1996).  TGFpRl  fosforila el dominio  terminal cahoxib de  SMAD2 y SMAD3 
y su  heteromerización  con  una  subunidad  común, SMAD4. El complejo adivado 
SMAD2/SMAD%SMAD4, es translocado  al  núdeo  donde ellos actúan como activadores 
transcripdonales a través de su interacckh con proteínas  unidas a ADN.  Un  miembro  de la 
subfamilia  de SMAD, SMAD7  también conocido como anti-SMAD,  previene  la  formación del 
complejo  SMAD2/SMAD4,  inhibendo como consecuencia  la  acumulación  nudear  de  SMAD2 y 
la  @rdida  de la seiial de  TGFB hacia el  núdeo (Hayashi et al.,  1997). 
Las citoquinas,  que  su ruta de s e i i a l i i n  es a través de la ruta JAK-STAT,  son  generalmente 
antagonistas de TGFB en la reguWn de  desarrollo  hematopoy&w y funciones  celulares 
inmunes, como la inflamadCHl  (Jun et al., 1995;  Hu H. y Zuckerman  K.,  2001).  En  nuestms 
resultados no se encuentran  incorporados  datos  de  SMAD7, porque la membrana  que se usó, 
no  contiene el cADN  que codifica SMAD7,  además  que se ha registrado su m&mo  incremento 
a los 30  min. despub de haber  administrado IFNy y se mantuvo presente hasta 8 hr. 
posteriores  (Ulloa et al., 1999).  Los  ARNs de nuestros macrófagos fuem aislados a las 48 hr. 
después de haber adidonado IFNy , de tal manera,  que  probablemente de haberlos  contenido 
en la membrana, no hubi&amos podido identificar  este mensajero. 

Se han reportado en otros estudios reguWn a la baja del receptor 1 para  TGFB  en monocitos 
humanos activados por IFNy, los autores conduyen, que esta disminucidn en los receptores 
puede deberse a un efecto selecho de este inmunomodulador sobre una  población específica 
de  proteínas de membrana y no d resultado de  una i n t e r n a l i n  generalizada  de la 
m8mbrana. de la misma manera se explica la regulack5n a la baja del receptor C5A y en 
macr6fagos  aislados  de  lesiones  inflamatorias de animales tratados con IFNy (Brandes et al., 
1991;  Espinata-Delgado et al., 1994). 
Nuestros  datos correspondientes al receptor para IF&  cadena beta (IFNyRZ) concuerdan con 
observaciones  realizadas  en  linfocitos T auxiliares (Ti), en los cuales  inicialmente se sugiere la 
existenda  de  una  regulacibn  muy  delicada  en la transcripckjn de la cadena beta del receptor 
para IF&, al encontrar  diferencias  en la habilidad  para responder a IFNy  entre los mismos 
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linfocitos TH  (Gajewski y Fitch, 1988),  posteriormente  dos  grupos  de  trabajo  independientes, 
demostraron,  que  esta  diferencia  en  respuesta a IFNy es debida a una  carencia  de  expr&n 
celular  de  la  cadena beta de  su  receptor y que  esta  regulación a la baja  era  dependiente  de la 
presencia  de IFNy porque los linfocitos TH2, que  no  producen  esta  citodna  no  presentan esta 
disminución,  que  presentó la subpoblación  de linfocitos TH1,  productores  de IFNy (Pernis et 
a1.,1995;  Bach et al., 1995).  Por estos experimentos se puede  deducir,  que IFNy parece  regular 
la  expresión  de  la  cadena  beta  de  su  propio  receptor,  sobre  ciertos tipos celulares, 
determinando  de  esta  manera  la  habilidad  de  estas  células  para  responder a subsecuentes 
activaciones por IFNy (Bach et al., 1997) 
CDC42 (G25) es  miembro  de la  familia  de  proteínas pequeiias G llamadas Rho, la cual regula 
importantes  funciones  celulares  que  incluyen  adhesión,  polaridad y migraaón a travh de la 
reorganización  del citoesqueleto de  actina  para  formar filopodias (Kjoller y Hall,  1999).  En 
macrófagos,  es  esencial  para  polaridad  en  dirección a un  gradiente  celular, pero no lo es así 
para la quimiotaxis y tambkn se ha propuesto  que  desempeiian  un papel importante 
invducrado  en el transporte  vesicular  (Allen et al., ,1998; Kroshewski, 1999).  En  nuesfros 
resultados  podemos  ver  alternativas  interesantes  de  trabajo  alrededor  de  esta  pmteína,  que es 
regulada a la  baja  cuando los m&agos son activados  con IFNy. Estudios  en  nuestro 
laboratorio  han  comprobado  que  IFNy  regula a la baja el gen de la enfermedad  de  Tangier  en 
&lulas  espumosas (Panousis y Zuckerman, 2000). Esta enfermedad se caraderiza  por  tener  un 
raro desorden  en las  lipoproteinas, (-mente  disminución  de  lipoproteinas de alta  densidad 
e incremento de colesteril  ester  en mawófagos de  tejidos linfdes). Las cdukrs  de padentes 
que  padecen esta enfermedad  son  un  buen moddo  para el estudio  de  la  salida  de colesterol 
celular y su  envío  por medio del  transporte  reverso  hacia  el  hígado  para su eliminaci6n  (Grundy 
S. 1990).  En d mismo aiio se p u W  otra artículo.  donde d u b s  provenientes de pacientes con 
ésta enfermedad,  presentan  una baja expresión de CDC42 y los autores  sugieren  que el 
transporte  vesicular  puede  estar  invducrado  en el movimiento  intracdular  del  colesterol y que 
este  movimiento  estA asociado a su  vez con reorganización d d  citoesqueleto de actina y que 
por lo tanto CDC42 desempeiia  un papel importante  en  este  proceso  (Himno et a l ,  2000). 
Nuestros  resultados  muestran  un  gran  número  de  proteasas  reguladas a la baja,  algunas de 
estas proteasas  estfrn  invducradas  en la presentacibn de antigen0 como la catepsina lisosomal 
L (Villadangos et al., 1999). o, reladonadas con procesos  apoptciticos como Catepsina  D (Chen 
et al., 2000), o con  procesos  cancerígenos como catepsina B (ti Q. y Bever CT Jr., 1998). .. 
Proteasas relacionadas con apoptosis como, caspasa 7 e ICE (Thornberry NA. Y Molineau 
SM., 1995;  Juan et al., 1997).  Proteasas reladonadas con la modulación  de  defensa 
antioxidante, tambh reladonadas  con  apoptosis como las  Stransferasas  microsomal y Mu 
(Briehl et al.,  1997). Otras contienen secuencias reguladoras  para  transcripci6n como proteasa 
celular citotóxica (B10) ( Fregeau CJ y Bleackky RC., 1991). Otras proteasas  partidpan  en 
funciones  relacionadas  con matriz extracelular coma cobgenasa tipo N, gelatinasa B y 
metalaproteinasa tipo m*-membrana.  En  resumen podemos dedr que todas ellas tienen 
participaci6n  de  alguna  manera  en la respuesta  inmune. 
Comparando los resultados  obtenidos  en  el  microarreglos  contra los obtenidos en las 
comprobadones por transferencia  Northern, podemos decir que los microarreglas de cADN 
permiten  monitorear la e-n de  cientos de genes  simuMneamente y proveen  un formato 
sencillo para su ¡de-n y detecbr cambios  en su actividad en  un solo experimento. A 
pesar de  que esta ttkniica propordona  una  gran cantidad de datos. ellos no brindan  una 
comprensión  profunda  del  problema a m e r ,  pero dan  un  primer  acercamiento a éI en forma 
general y sobre  todo  al  entendimiento  de la red regulatorh  de  genes,  que la t & i  tradicional 
de  gen por gen no podría  brindar  en  un solo experimento.  Por b tanto es necesaria b 
cOmProbaCi6n  de  algunos  resultados  por medio de  otras tknikas que  brinden más exaditud en 
los resultados. De acuerdo a nueSfra  experiencia,  tuvimos la oportunidad  de  tener  una  visión 
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general  del  comportamiento de genes activados por IFNy a dosis  muy bajas en macnhws 
peritoneales  de  ratón. AI comprobar  algunos  resuttados  con  transferencias Northern. con 
excepción  de  un  gen, los d e w  mostraron el mismo rcomportamiento, aunque no la misma 
magnitud  en el cambio comparados con el control. E h  ningún caso tuvimos  un  resultado 
contradictorio,  por  ejemplo  cambios  de  expresión a la  atta,  en  un  gen  que el resultado del 
microarreglos  proporcionó como regulado a la b a j a ,  o viceversa.  Por lo tanto podemos miíar en 
los resultados como un  primer  acercamiento al problema,  siempre y cuando el cambio 
manifestado sea igual o mayor  de  dos veces el  valor registrado por el c o n t r d ,  valores  en el 
cambio menores a éste, no indican  un  cambio red. 
Esta t i t c n i  provee la oportunidad de llevar a cabo perxiles de enfermedades identificando los 
genes  relacionados  con  ella y/o seleccionar  genes  que se diferencian  entre la salud y el proceso patok5gico. permitiendo el desarrollo y/o  uso  de  drogas  apropiadas y terapias  gbnicas  hada 
nuevos  blancos.  (Helter et al., 1997. Brama A. y Vilo J., :2000). 
En  nuestros últimos experimentos realizados con el inhibidor  de la ruta AG490, que  bloquea 
concretamente JAK 2 (Vos et al., 2000), se esperaba no  tener  respuesta  en los experimentos 
con  este  inhibidor. 
Para los genes CDC42 y TGFpRl, como se muestra  en los resuftados, al grupo de célubs 
tratadas con  IFNy m& d Moqueador, los resuttados son similares a los obtenidas por el grupo 
de  células c o n t r d ,  como se esperaba, tal parece  que IFNy regula a la baja estos genes por la 
ruta JAK-STAT. Sin  embargo, los resultados  obtenidos para los genes  que  codifican las 
proteínas adivadoras de trar~saipckh STATl y lRF1 , los; cuales no  muestran  ningún bloqueo en 
la  transducáón de M a l  y activación  de la transcripci6n al usarse el Moqueador de h actividad 
quinasa JAK2,  AG490 (Vos et al., 2000) y los resultados  son  similares al obtenido  en la d u b s  
activadas &lo con tFNy (sin la acción de AG490). Estos lresultados nos km a pensar que  IFNy 
probablemente  tenga otra ruta de  transdu&n  de sefial aparte de la conocida JAK-STAT. Para 
activar esta ruta es imprescindible la actividad quinasa de JAK2 para fosforilar el residuo Y, 
sobre la subunidad a del receptor, ést0 con el objetivo de formar un sitio desembarcadero para 
STATl . STAT 1 , es dividida y ya  en esta forma activa  puede translocaw al núdeo para inducir 
la transcripci6n  de  genes ( Bach et al., 1997. Bohem, et al. 1997). Este hallazgo, m abre  un 
nuevo .camino para  estudiar  en el Muro. 
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6. CONCLUSIONES 

Podemos concluir  que los macrirfagos activados can bap dosis de IFNy presentan una serie de 
cambios en la expresión  de  genes. Dentro de M camb más importantes se efmenbm que 
la  mayoría  de los genes  que  presentaron cambios, este cambio es a la  baja, y d o  un pequeiso 
porcentaje  presentó cambios a la alta. Los genes  que c o d i n  lRFl y LFAl-a. son los 
indicadores  de  activación  de madfagos más s e n s i b l e s ,  con  un  incremento  en los niveles de 
ARNm detectados  aun  en  la  dosis m& baja de 3 unidades de IFNy/ml. 
Dentro  del grupo de  genes  regulados a la baja  en maedagos activados por IFNy se encuentran 
un  gran número de  proteasas que desempebn diferentes  funciones  en la respuesta inmune,  un 
grupo de  genes  invducrados  en  la ruta de s e i i a l i n  de TGFp, y genes  invducrados  en la 
movilización y vesiculadón  en madfagos. 
En  cuanto a la técnica podemos decir  que  el microarregb es una  herramienta eficaz cuando d 
objetivo  que se persigue  es  tener  un  panorama general de  un  problema. y no datos profundos y 
exactos. 
Para finalizar,  tenemos  que  hacer  notar que de todos las resultados  obtenidos, tal vez los m& 
importantes,  son los relacionados con lRFl y STA'M, porque nos dejan  una respuesta 
pendiente:  Existe otra ruta de  seiZalizaci6n independiie a la ruta JAK-STAT en respuesta a h 
activación  de macrófagos por IF&? 
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