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RESUMEN

La fagocitosis es una funcién conservada a lo largo de la evolucién de los
seres vivos: en el sistema inmununitario es una funcién efectora. Bl macréfago
fleva a cabo dicha funcién a través de receptores para inmunoglobulina,
complemento y receptores inespecfficos.

Un modelo ampliamente usado para el estudio de este fenémeno, es la
fagocitosis de eritrocitos de carnero, realizada por macréfagos murinos.

La cuantificacién de la fagocitosis es necesaria para evaluar la respuesta y
el fen6meno inmunitario. Para la cuoantificacién de la ingestién se emplea
generalmente la evaluacién microscépica, técnica laboriosa y con varias
desventajas. Este trabajo describe un método colorimétrico que, en contraste,
permite evaluar rdpida y fécilmente una amplia gama de condiciones para la
fagocitosis de eritrocitos.

El método estd basado en la caracterfstica de pseudoperoxidasa de la
hemoglobina, que cataliza la oxidacién de diaminobenzidina para generar un
producto colorido. La fagocitosis de eritrocitos se puede evaluar entonces,

fdcilmente, por espectrofotometria.



Gracias al método estandarizado en esta tesis se evaluaron distintas
condiciones de la fagocitosis, llevadas a cabo por macr6fagos murinos, a través de

sus receptores para IgG.



INTRODUCCION

1. EL SISTEMA INMUNOGENICO

El sistema inmunogénico de los vertebrados es el resultado de 1a evolucién
de un primigenio mecanismo de autoreconocimiento. Este es un fen6meno
conservado a lo largo de toda la historia evolutiva de procariotos y eucariotos, lo
que pone de relieve lo vital que para el individuo y para la especie es.

La importancia de reconocer lo que se encuentra en los alrededores es ficil
de explicar: En ellos se encuentran los insumos, por un lado y por el otro
individuos de otra y de la misma especie, hecho este dltimo relevante porque no
hay evolucién, adaptacién ni proceso semejante, sin la interaccién de las
poblaciones de la especie. Ciertos procesos deben poder realizarce entre individuos
que, perteneciendo a la misma poblacién dentro de una especie, puedan
reconocerse. Las bacterias simbidnticas debieron, desde su aparicién, reconocer
atinadamente a su hospedero de entre todo lo que el medio les ofrecfa. De esa
forma surgieron los eucariotos. Bl reconocimiento de lo inmediato es asimismo
crucial en el surgimiento de los primeros seres pluricelulares: células de Ia misma

especie se rednen en una poblacién primariamente diferenciada (tipo Velvox sp),



debiendo las células reconocerse entre sf especificamente, y asociarse. Posterior
a esto, la diferenciacién en las funciones implica una diferenciacién en las
protefnas expuestas y sin embargo el reconocimiento como células pertenecientes
a la misma organizacién no solo no debe perderse, sino que debe agudizarse
permitiendo asf la diferenciacién y especializacién celular.

En los metazoarios actuales mds sencillos, como las Phila Porffera, Cnidaria

Y Nemertina, encontramos un bien establecido sistema de reconocimiento, que les
permite el rechazo de implantes artificiales y de infecciones provocadas (1). El
papel de ese rudimentario sistema de los invertebrados marinos es el de mantener
la homeostasis del individuo ante células alo ¢ inclusive autogénicas, empleando
mecanismos citotéxicos y fagocfticos. Este sistema ficilmente puede ser
considerado anélogo al sistema inmunogénico de los vertebrados.

En los cordados las funciones de reconocimiento de lo propio y lo ajeno se
especializan, desarrolldndose varios tipos y subtipos celulares, que llevan a cabo
funciones especfficas. Al parecer la complejidad de las nuevas relaciones que
surgieron con estos animales, los cordados, demandaba una mayor rigurosidad para
detectar y deshechar elementos indeseables, que se diversificaron y especializaron
a su vez, como es el caso de los pardsitos. De esta forma, en todos los vertebrados

encontramos productos de los genes del MHC-1 y MHC-II. Todas estas nuevas



adaptaciones han evolucionado con la aparicién de nuevos grupos de animales y
as{ tenemos que mientras en los peces cartilaginosos el repertorio de
inmunoglubulinas es limitado y éstas tienen una baja afinidad por el antfgeno, en
los mamfferos, uno de los grupos taxon6micos mds recientes, poseen un repertorio
mds amplio de inmunoglobulinas, que a su vez presentan altas afinidades.

En los mamiferos es, pues, donde se puede definir al sistema inmunogénico
con todo rigor. Compuesto de células que tienen un origen comin, la médula ésea
via el sistema hematopoyético, el sistema inmunogénico de cada individuo se
encarga de rechazar el establecimiento de células que no son las propias y/o
normales. Aunque su modulacién sobre y por el otro gran sistema corporal, el
neuroendGerino, es ya méds que evidente, se le conoci6 originalmente por su faceta
"defensiva”, en la que abundaremos.

Las células protagonistas de este sistema son los linfocitos T, B y NK
(Natural killer), y el grupo de los monocitos-macréfagos. Las células mastoides,
polimorfonucleares y plaquetas participan también en las reacciones que confieren
inmunidad al individuo, aunque no siempre son consideradas células del sistema
inmunogénico (2). Por otro lado, las actividades de todas estas células son

reguladas a través de productos protéicos solubles que se conocen como citocinas.



Una caracterfstica bésica del sistema inmunogénico de los vertebrados es su
capacidad de anticiparse a la presencia y al reto de todo antfgeno posible: el
organismo no necesita tener contacto con la molécula antigénica para poder
expresar receptores especificos para ella, anticuerpos y receptor de células T (el
TCR). Esto se logra en parte gracias a la segunda gran ventaja del sistema: la
versatilidad para formar, a partir de un reducido nimero de genes, la variedad
necesaria de receptores para asegurar la capacidad de respuesta contra todo
antfgeno posible. Asf, en las etapas embrionarias tempranas de un vertebrado, los
linfocitos T juegan con los elementos genéticos que codifican para las distintas
cadenas del TCR, logrando un niimero enorme de combinaciones a partir de un
nimero original relativamente pequeiio. Cada linfocito poseerd el resultado de una
de esas combinaciones, dando origen a una clona que ofrecerd especificidad ante
un grupo de antfgenos \nico, en combinacién con las moléculas presentadoras de
antfgeno, del MHC-II. EI riesgo obvio es que dentro de esa enorme variedad de
moléculas receptoras de antfgenos, aparezcan algunas clonas autoreactivas. Por
mecanismos que adn no conocemos con detalle, en el timo fetal se seleccionan
negativamente las clonas autorreactivas y se eliminan, favoreciéndose asf la

existencia y posterior expansién de las que no lo son.



Para los linfocitos B, la generacién del repertorio de anticuerpos, o
inmunoglobulinas (Ig), a partir de un limitado ntmero de genes tiene el mismo
principio que para los linfocitos T: rearreglo de los genes para las
inmunoglobulinas y expresién de sélo una combinacién como resultado para cada
célula B, misma que dar4 lugar a una clona. Estas moléculas, gracias a su porcién
antfgeno especifica y a su porcidn Fc, affn a receptores de la membrana celular,
tienen como funciones mediar fagocitosis via receptores para Ig (FcR), remocién
de los complejos antfgeno-anticuerpo, promocién de la degranulacién de algunas
células, activacién de la cascada del complemento (3). De estas iltimas no
hablaremos aquf.

El sistema acttia con base en la presentacién del antigeno. En el caso de un
autoantfgeno, cada célula nucleada del cuerpo esta facultada para presentarlo,
embebido en una molécula especial para ello, producto del MHC-I. As{ permite
que se le reconozca como una célula normal y propia. Cuando un agente extrafio
penetra al organismo, la voz de alarma debe sonar. El macréfago lo ingiere, lo
digiere y muestra los fragmentos embebidos en una molécula especializada para
ello (del MHC-II) y que debi6 derivar de la molécula de autorreconociento
(MHC-I). A continuaci6n los grandes directores de la orquesta, los linfocitos T,

son activados selectivamente por la presentacién de ese antfgeno; se activa a los



linfocitos B, se producen anticuerpos, se activa a la células mastoides, a
megacariocitos, etc. En el caso de una célula transformada, se le reconoce por la
exposicién de antigenos transformados. Algunas fases de la respuesta son
inespecificas: no precisan anticuerpos ni se valen de receptores dirigidos a un
antfgeno en particular, Ejemplos de esto son la fagocitosis realizada por neutréfilos
y la actividad bactericida de los eosindfilos, cuya importancia en la defensa del
organismo se evidencfa por la susceptibilidad a infecciones de los individuos que
carecen del nimero normal de estas células. Aunque cada respuesta es
predomimantemente celular o mediada por anticuerpos, no cabe la menor duda de
que el sistema funciona como un todo, que se coordina y modula gracias a la

participacién de todos sus miembros.

2. EL, MACROFAGO EN EL SISTEMA INMUNOGENICO.
2.1 FILOGENIA

Ya en algunos grupos de invertebrados, como las esponjas, se distinguen
células especializadas para realizar fagocitosis, lo que ilustra el hecho de que las
estrategias de defensa son tan antiguas como los grupos taxondmicos de los que
hemos hablado (1). Al comparar entre organismos, sin embargo, encontramos que

estas células presentan, en los grupos mds recientes y especializados, mayor



amplitud de acciones y capacidad de regulacién del sistema al que pertenecen,
hasta llegar a una célula tan versstil como el macréfago del sistema inmunogénico
de los mamiferos.
2.2 ONTOGENIA

La médula ésea es lugar de origen del grueso contingente de células del
sistema inmunogénico: linfocitos, monocitos y macréfagos, células mastoides, etc.
La trayectoria ontogénica de las células que pueblan la médula 6sea es por sf
misma interesante: las primeras células hematopoyéticas en los embriones de los
vertebrados, aparecen en los islotes sangufneos del corion. Gracias a la conexién
vascular que se establece entre este dltimo y el hfgado del embrién, la
descendencia de estas células se aloja en el higado, posteriormente en el bazo y
finalmente, en la médula 6sea. En este tejido medular encontramos a los
precursores de varios tipos celulares, Uno de ellos es el conocido como Unidad
Formadora de Colonias Granulocito-Macréfago (CFU-GM), del que se derivan
tanto monocitos como neutréfilos, vfa promonoblastos y promielocitos,
respectivamente (4).

Elie Metchikoff, a principios del siglo pasado, en sus observaciones de
tejidos de animales invertebrados que le valié el premio Nobel, descubre a un

peculiar tipo celular, grande y fagocftico. Atinadamente lo bautiza como



Macréfago. Ahora sabemos que este es uno de los estadios finales de maduracién
de las células del sistema fagocitico-mononuclear que comprende, por orden de
aparicién, al precursor CFU-GM, monoblasto, promonocito, monocito de médula
6sea y de sangre, y macréfago en los tejidos. Las células de este sistema desde sus
albores como monoblastos son fagociticas, siendo capaces de fagocitar grandes
particulas como algunos pardsitos intracelulares. Estos procesos son mediados por
receptores de opsoninas (anticuerpos y componentes del sistema del complemento)
o por receptores inespecificos, como el de fucosa-manosa. Adicionalmente desde
estadfos tempranos poseen lisozima, esterasa y peroxidasa, lo que les confiere una
buena actividad bactericida (5).

El 95% de los macréfagos de los tejidos provienen de monocitos que
abandonan el torrente sanguineo a través del endotelio vascular. Una vez en el
tejido estos monocitos se diferencfan para dar lugar a la amplia variedad de
macréfagos que conocemos, Durante esta diferenciacién las actividades de
peroxidasa y la capacidad de sfintesis de DNA disminuyen, mientras aumenta la
cantidad de lisosomas en el citoplasma, la expresién de receptores para IgG y C3,
y concomitantemente la actividad fagocitica, como se muestra en la Figura, La
célula establecida en un tejido no pierde por completo la motilidad y responde a

diversos estimulos quimioatrayentes.
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Un 5% de los macréfagos tisulares proviene de la divisi6n local de fagocitos
mononucleares, que se reclutan de la sangre y se establecen en el lugar 24 horas
antes de terminar Ia divisién celular. La muerte del macréfago al parecer, ocurre
en los nddulos linfdticos y probablemente también en los tejidos y cavidades
sangufneas (5).

2.3 HETEROGENEIDAD

La célula monocitica debe poblar de macréfagos a todos los tejidos. Gracias
a los receptores de superficie de las células del endotelio vascular, los monocitos
abandonan el torrente sangufneo para diferenciarse en macréfagos que se
establecen en el hfgado (como células de Kupffer), en pulmdn (como macrdfagos
alveolares), en el tejido conectivo (como histiocitos), en el higado (como
macréfagos de la pulpa roja), en hueso (como osteocitos), en el tracto
gastrointestinal, en sistema nervioso central y en general en todo el organismo en
¢l subendotelio de las grandes arterias. No hay ninguna evidencia de que ciertos
tipos de monocitos se diferencien en ciertos tipos de macréfagos: al parecer
penetran en los tejido de manera aleatoria y ahf su diferenciacion es influenciada

por las células del tejido (5).
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2.4 MORFOLOGIA

Los macréfagos se pueden distinguir morfolégicamente con microscopia de
luz como células grandes, de unos 25 a 50 um de didmetro y de superficie
irregular, Cominmente la situacién del micleo, arrifionado en muchas
observaciones, es excéntrica. Posee dos nucleolos prominentes y cromatina
dispersa. El Complejo de Golgi se asienta en un citoplasma abundante, donde se
encuentran también grdnulos pequefios y grandes, as{ como las vacuolas
fagociticas. Cuando las células se adhieren a superficies pldsticas o de vidrio, los
orgdnulos generalmente ocupan el centro, llegdndose a apreciar la rugosidad de su
superficie.

La ultraestructura citopldsmica de estds células revela un citoesqueleto
conformado por microtibulos y microfilamentos, que rodea al nicleo y se reparte
ordenadamente por todo el citoplasma. Los filamentos de actina en la cara interna
de la membrana celular, intervienen en la formacién de pseudépodos, la motilidad
celular y los procesos de endocitosis. El citoplasma presenta un bien desarrollado
complejo de Golgi, un mimero variable de vacuolas y vesiculas pinocfticas,
mitocondrias grandes y lisosomas densos al paso de los electrones, asociados a
membranas y que se pueden fusionar con fagosomas para formar lisosomas

secundarios (5).
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Como ya se ha mencionado, el macréfago no es un unico tipo celular:
dependiendo del tejido en que se encuentre logra algunas especializaciones, que
nos hacen hablar de células de Kuffer, células tipo A de sinovio y todas ellas son
macréfagos: un grupo celular versdtil, multifuncional, multimodulador, con
algunos detalles morfolégicos que diferencfan a los subgrupos. Bn la acualidad se
cuenta con anticuerpos monoclonales que reconocen marcadores celulares
especificos para las moléculas de superficie de las c€lulas. Estos anticuerpos han
sido de gran utilidad para determinar la pertenencia de células con distintos
fenotipos, al linaje celular de los monocitos -macréfagos.

2.5 FUNCIONES

Nuestro conocimiento de los sistemas que compenen a los organismos es aiin
incompleto. Recientemente se ha reconocido la relacién y regulacidn existentes
entre los elementos celulares del sistema nervioso, el sistema imunogénico y el
sistema endécrino. Dentro de esta perspectiva, es evidente que las funciones de
una célula que para nuestro conocimiento actual son vastas, seguramente superan
la actual lista,

Los macréfagos tienen como funcién conspicua la fagocitosis de bacterias,
hongos, protozoarios y virus, considerdndoseles una importante adaptacién para

hacer frente a organismos invasores, Aunque el neutréfilo puede llegar a ser un



fagocito mds eficiente, su capacidad en cuanto a la variedad de particulas que
puede ingerir es limitada, por lo que el macréfago se gana la reputacién de célula
fagocitica por excelencia. El macréfago tiene también una funcién importante en
la iniciacién de respuestas inmunes debido a su papel como célula presentadora de
antfgeno, amén de poseer un gran potencial secretor de citocinas, enzimas, etc.
Cuando una de sus funciones efectoras es dejada de lado, [a célula generalmente
incrementa sus capacidades para llevar a cabo otras funciones, como citotoxicidad,
secrecion de citocinas, enzimas o metabolitos microbicidas.
2.5.1.0. FAGOCITOSIS

La funcién de fagocitar es tan antigua como la vida misma. La endocitosis
de nutrientes es un fenémeno celular vital, del que derivan especializaciones
funcionales y morfolégicas. La interiorizacién de particulas del medio que rodea
a las células, funcién que es llevada a cabo por todas las células de un metazoario,
se realiza por medio de receptores o prescindiendo de ellos. No obstante, hay que
distinguir entre la endocitosis y la verdadera fagocitosis, En la primera se
endocitan partfculas solubles (pinocitosis) o bien de un tamaiio méximo de 1 um
de didmetro, el proceso puede llevarse a cabo a 18°C y no es inhibido por
citocalasina D. La proteina que participa en la endocitosis es la clatrina, que viaja

aleatoriamente por la membrana celular, y cuando sc¢ encuentra con alguna
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hendidura en la membrana formada por la presencia de un ligando a endocitar,
forma una "canasta de clatrina". La vesfcula viajar4 al interior celular (6).

En el caso de la fagocitosis la proteina presente es la actina. Bl proceso se
inhibe a bajas temperaturas ( 4°C), y por citocalasina D (7). En varios estudios de
fagocitosis de glébulos rojos por macréfagos se observa que la célula fagocitica
extiende sus lamelopodios para rodear al eritrocito y de esa forma interiorizarlo.
Las dos formas de lograrlo se han nombrado convencional, en donde se rodea al
material englobdndolo con la membrana, y la fagocitosis por enrollamiento, en la
que el fagocito extiende un brazo que se enrolla a la partfcula dando varias vueltas
(8). Para la interiorizacién del material y la reunién posterior de las membranas,
es necesario un punto inicial de fusién a partir del cual las 4reas restantes de las
membranas se unan con sus contrapartes (Modelo del Zipper). La fagocitosis se
clasifica como especifica (mediada por receptores) o inespecifica cuando los
receptores no se conocen. La gran variedad de moléculas receptoras que median
fagocitosis aumenta las posibilidades de llevar a cabo esta funcién. Los macréfagos
poseen receptores para distintas moléculas del sistema inmunogénico que medfan
fagocitosis, como los receptores para las inmunoglobulinas del isotipo IgG y

receptores para los componentes del complemento.
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La fagocitosis en macréfagos mediada por receptores para IgG es primordial
para hacer frente a las infecciones. Esto se constata al observar que la fagocitosis
mediada por complemento o por receptores inespec{ficos no siempre lleva a la
muerte del pat6geno (5,9). Sin embargo, el macréfago palidece en apetito y
capacidad bactericida frente a otras células encargadas de mantener la homeostasis
contra posibles invasores, como son el neutréfilo y el eosinéfilo. Sin embargo, la
capacidad de ingerir una gran variedad de partfculas, alin de grandes tamafios, asf
como su papel como célula presentadora de antigenos y la modulacién de la
respuesta inmune por sus hasta 1,000 productos proteicos, hace de ésta una célula
fundamental en los organismos sanos.
2.5.1.1.RECEPTORES PARTICIPANTES EN LA FAGOCITOSIS
FeyR.

Mientras que los receptores de manosa-fucosa y de inmunoglobulina del
isotipo IgG (FcyR) en fagocitos mononucleares, son constitutivamente competentes
para la fagocitosis, la ingestién mediada por complemento precisa de la activacién
celular por un estfmulo externo (9). Los receptores para IgG se clasifican en tres
grupos (10,11), de acuerdo a su peso molecular, afinidad y especificidad por
ligando, tipo celular en el que se expresan y por diferencias antigénicas

evidenciadas por anticuerpos monoclonales:
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GRUPO 1. Bl huFcyRI (humano) y muFcyRI (murino) se distinguen por su alta
afinidad por el ligando adn siendo monomérico. En el caso murino, la m4s alta
afinidad es para la 1gG2a, con una Ka=10%M. Después de elia, la afinidad se
define como 2b> >1,3. Se encuentra en monocitos, macréfagos y en neutréfilos
humanos. Su expresién aumenta hasta 20 veces bajo influencia de} IFN~y.

Estos receptores median fagocitosis y ADCC en macréfagos y lineas relacionadas.
Se propone que células de circulacién periférica tienen ocupado este receptor por
IgG monomérica y en forma de complejos antfgeno anticuerpo, los que compiten
ventajosamente por el mismo . La carencia de este receptor no acarrea problemas
fisioldgicos (10).

GRUPO 2. Los receptores huFcyRIl y muFcyRIIB (en donde se distinguen el
FeyRillb y FeyRII2b), tienen baja afinidad por el ligando monomérico (Ka< 107
M), La afinidad relativa de su interaccidn con distintos isotipos de IgG, sigue el
orden: 2b>22>1> >3. Sc le clasifica como receptor de baja afinidad. Su
distribucién es amplia: fagocitos monunucleares, linfocitos T y B y neutréfilos.
Faltan ain estudios concluyentes de la participacién de estos receptores en la
fagocitosis, ADCC, liberacién de mediadores y estimulacién de células B. Se sabe

que uno de jos transcritos del gen humano (huFcyRIla) sf media fagocitosis y
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ADCC en macréfagos, mientras que el transcrito huFcyRIIb se relaciona con
estimulacié6n a linfocitos (12).

El receptor tipo If murino presenta las formas 1b y 2b, que se diferencfan
s6lo en la presencia o ausencia por deleciébn de un ex6én en la porcién
intracitoplasmitica de la proteina. Cuando sf se encuentra (FcyRIIb1), el receptor
se puede unir a la actina y fosforilarse, mediando fagocitosis de complejos inmunes
y activacién celular. Se presenta unicamente en linfocitos, macréfagos inmaduros
y en la linea celular 774, mediando fagocitosis. En macréfagos maduros y algunas
células linfoides, la proteina carece de esa porcién (FeyRIIb2) y se puede unir a
clatrina asociada a vesfculas, por lo que media endocitosis de complejos inmunes.
Para realizar la fagocitosis de partfculas opsonizadas, el receptor de los macréfagos
que se ocupa es este receptor (12,13,14,15).

GRUPQO 3. Por sus similitudes en estructura primaria y organizacién
gendmica, distribucién celular y actividad bioldgica, el anteriormente conocido
como muFcyRIle, ahora muFcyRIII, asi como el huFcyRIIL se rednen en este
grupo. Se encuentran en neutrdfilos, granulocitos, macréfagos, lineas de
macréfagos y células NK, presentando baja afinidad por el ligando. Tiene afinidad

por higGl y hlgG3, y por las Ig de ratén el orden es 2b>2a>1> >3,

18



Las moléculas de este grupo estdn conservadas y se relacionan claramente con la
remocién de complejos, fagocitosis y ADCC, siendo esta ultima actividad
representada principalmente por las células NK, pero también estd presente en
macréfagos. La expresién de los receptores de este grupo es regulada por distintas
citocinas ¢13). Bajo la influencia del IFNvy, los macréfagos y las Iineas
relacionadas aumentan tanto la cantidad de mRNA asf como la expresién de esta
protefna (14). Los macréfagos murinos peritoneales expresan normalmente zltos
niveles este receptor (14,15).

Los estudios en lineas celulares de tipo macr6fago murino, asf como en
macréfagos peritoneales, reportan distintos resultados en cuanto a la afinidad y
especiﬁcidad de unidn de los distintos isotipos de Ig a sus receptores. No obstante,
se coincide en [a unién de las clases IgG e IgE y 1a no unién de las clases IgM e
IgA (15,16).

RECEPTORES PARA COMPLEMENTO Y OTROS FcR’s

Los fagocitos mononucleares expresan en su superficie diversos receptores
para los elementos de esta via primitiva de defensa. Entre ellos encontramos
receptores para C3b, C3bi, C5a, Clq. Estos receptores son menos eficientes que
los FcR para promover fagocitosis yfo actividades microbicidas. A diferencia de

los receptores para Fcvy, la ocupacidn de estos receptores no conlieva la liberacidén
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de 4cido araquidénico o metabolitos reactivos del oxfgeno, aunque sf secrecién de
IL-1 y por lo tanto quimiotaxis (5).

Los receptores para IgE tipo 2 (FceRII) y receptores para IgA, sen
encuentran en Ia superficie de las células fagocfticas mononucleares. Aunque los
FceRII pueden enviar sefiales al interior de la ¢élula por entrecruzamiento, taﬁto
en eosinéfilos y plaquetas como en macréfagos (17), ni el receptor para IgA ni el
FceRII median fagocitosis en estas ultimas células. El FceRIl se expresa en al
menos un estadio del macréfago y su expresién se ve modulada positivamente por
el IFNy, IL4, TPA, e IgE (18).

2.5.2, PRESENTACION DE ANTIGENO

Desde los invertebrados marinos se conoce la expresién de moléculas
andlogas a las moléculas presentadoras de antigeno en los vertebrados. Es aquf
donde con certeza podemos afirmar la existencia de una respuesta especffica y
orquestada por distintas células subespecializadas. El organismo reconoce o
rechaza al antigeno sélo cuando el mismo organismo se lo puede ensefiar, Las
células presentadoras de antfgeno extrafio se reparten por todo tejido, siendo las
mds importantes las células de Langerhans, células dendriticas y macréfagos. De

entre estos, los menos eficientes vuelven a ser los macréfagos. Su importancia
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como células presentador?s de antfgeno (APC: Antigen-presenting cells) no se ve
menoscabada por este hecho.

El proceso de presentar antfgeno ajeno conlleva, en el macréfago, la
fagocitosis (6). Una vez interiorizado el material, se fusionan las vesfculas en
donde se encuentra para degradarlo enziméticamente. Fragmentos peptfdicos del
antigeno llegan al retfculo endopldsmico, en donde se asocian a las moléculas del
MHC-II. El conjunto viaja, via complejo de Golgi, _hacia la membrana
citoplasmdtica para exponerse junto con su carga antigénica. Es ahf, y
dogmdticamente sélo ahf, donde las células Th pueden reconocer al antfgeno y
activarse para montar una respuesta especifica. Podemos reconsiderar la actividad
como APC y como fagocito del macréfago al tomar en cuenta esta especializacién
derivada de la fagocitosis: amén de su alta capacédad para internalizar y destruir
a patégenos, el macr6fago puede presentar dindmicamente al antigeno, colocado
en una molécula del MHC, a los linfocitos para amplificar y dirigir la respuesta
hacia el antfgeno en turno. La respuesta serd dristica y localizada, primero, y
después en todo el organismo se conocerd al ant{geno para poder responder mds

rdpida y eficientemente en el préximo reto.
2.5.3, OTRAS FUNCIONES DEL. MACROFAGO
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Las tareas de esta polifacética célula no terminan aqul. Sin restarles
importancia, se nombrardn brevemente s6lo algunas para completar el panorama
de la participacién de nuestra célula objeto en el sistema inmune.

SECRECION. El macréfago produce unas 26 enzimas relevantes para el sistema
inmunogénico, tales como lisozima, hidrolasas lisosomales 4cidas, proteasas,
lipasas, inhibidores de proteasas, arginasa e inhibidor de IL-1. También es una de
las fuentes productoras de algunos componentes del complemento, C1, C4, C2,
C3, CS, factor B, factor D, properdina, C3a, C3b, CSa, Bb. El desactivador de
C3b (B-1H) también es producido por esta célula, asf como cinco factores de
coagulacion, y las indispensables citocinas. Dentro de estas iltimas el macréfago
produce IL-1, IL-6, IL-8, TNF¢, IFNa, IFNB, P-DGF, F-GF, TGF, GM-CSF,
M-CSF, eritropoyetina, F-IM, y Factor Angiogénico. Mds de una docena de otros
productos con diversas actividades bioldgicas son secretados por el macréfago,
incluyendo a los derivados del dcido araquidénico, de los cuales el macréfago es
uno de las principales fabricantes en el organismo (5,6).

CONTROL CELULAR DE TUMORES. Se han identificado tres mecanismos
diferentes de los que se vale este fagocito para controlar la aparicién de tumores.
El primero es la inhibicién de la divisién de las células tumorales sin necesidad de

contacto celular, a través de prostaglandinas, IL-1 y TNFe. Un segundo
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mecanismo es Ia citotoxicidad tumoral mediada por macréfagos (MTC), en donde
parece que el trabajo lo realizan proteasas de serina y TNFe, siendo independiente
de anticuerpo. En tercer lugar se encuentra la citotoxicidad celular mediada por
anticuerpo (ADCC) que se realiza por la secrecién de mediadores lfticos, que se
liberan después del entrecruzamiento de los FcR en la superficie del Macréfago
(19).

La participacién de esta célula en Ia produccidn de protefnas de la fase
aguda, en la hematopoyesis, homeostasis (20), destruccién de microorganismos por
metabolitos reactivos del oxfgeno y enzimas, asf como la remocién de células
senescentes, reparacién, remodelacién de tejidos y aterogénesis, hablan de la casi
omnipresencia del macréfago en 1;1 tarea de mantener la homeostasis de los
organismos, opinién apoyada por la observacién de macréfagos en los animales
que representan hoy, a las formas primigenias: su actividad ha sido y es,
imprescindible para los organismos.

MECANISMOS BACTERICIDAS. Los mecanismos oxidativos del macréfago se
dividen en mieloperoxidasa dependientes e independientes, donde a partir de H,0,
y O,, se forman los metabolitos OH y el singulete de ox{geno,1/20,. Esta célula
es productora de la multifacética molécula NO, a la que se adjudica actividad

bactericida (8).
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2.6. ACTIVACION DEL MACROFAGO

La activacién del macréfago es un proceso de maduracién/diferenciacidn,
mediante el cual la célula bajo la influencia de distintas citocinas, adquiere
capacidades funcionales que le permiten llevar a cabo con mayor eficiencia sus
funciones de defensa. Aunque originalmente se describié como la adquisicién de
capacidades tumoricidas, la activacién de los macréfagos se define actualmente de
un modo m4s amplio, como la adquisicién de ciertas propiedades que en conjunto
permiten al macr6fago activado llevar a cabo una funcién compleja, que la célula
no activada no es capaz de realizar (21).

El principal factor que promueve la activacién de macréfagos para la
citotoxicidad contra células tumorales es el IFN«y. Sin embargo, es cada vez mds
evidente que otras citocinas tienen efectos modulatorios sobre la activacién de los
macréfagos y también que la accién simultdnea de dos o mds citocinas sobre un
macréfago generalmente tendrdn efectos sinérgicos.

La activaci6n del macréfago no es un fenémeno del todo o nada, ni tampoco
sigue una secuencia tinica. Antes bien, los macréfagos pueden existir en los tejidos
en un gran nimero de estados de activacidn diferentes, dependijendo de Ja accién
del conjunto de citocinas a las que estén expuestos. Por otro lado, debemos

mencionar que la activacién de un macréfago para una funcién dada, no
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necesariamente refleja una activacién similar para otras funciones. Como &a
mencionamos, cuando se incrementa la capacidad del macrifago para una
determinada funcién, su capacidad para llevar a cabo otras funciones puede verse
disminufda.
3. CITOCINAS

La respuesta inmune funciona principalmente como un sistema de
amplificacién: un pequefio cambio en la homeostasis local rdpidamente escala hacia
una respuesta sistémica. Las principales células que participan en la iniciaciéﬁ y
resolucién de las reacciones inmunes son los macréfagos y los linfocitos T. La
comunicacién intercelular entre estas y las demds células ocurre gracias a las
sfntesis, liberacién y reconocimiento de glucoproteinas de bajo peso molecular (8
a 70 KD), llamadas citocinas. A pesar de sus similitudes con las hormonas del
sistema endécrino, las citocinas se producen y actian localmente en el sitio que
enfrenta el reto inmune, La concentracién fisioldgica a la que se encuentran es del
rango de 10° M (22).

Cada citocina interactda con diferentes tipos celulares y exhibe funciones
pleiotrépicas, dependiendo de su célula blanco (23,24). Por ello, las células
productoras de citocinas y las células receptoras forman una compleja red que

controla las funciones del sistema inmune y trasciende sus fronteras.
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INTERFERON v (IFN-y). Conocido como el activador principal del macréfago,
el IFNy es, junto a los otros interferones (IFNa e IFNB), una molécula
inflamatoria y antiviral producida en el curso de un fendmeno inflamatario por las
células T y NK y durante la respuesta inmune (25,26,27). Como generalmente
sucede con las citocinas, su actividad biolégica es modulatoria y modulada por el
resto del organismo (28). Sobre el macréfago sus claros efectos son resultado de
la dosis y la duracién de este estfmulo (29).

Dos moléculas son marcadores importantes resultado de Ia activacién del
macréfago: Moléculas Ia y Receptores para F¢, Para iniciar la respuesta inmune
.se precisan macréfagos portadores del antfgeno Ia (30).La expresién de esta

- molécula aumenta drésticamente, hasta cinco veces, bajo la influencia del IFNy o
como también se le conoce, IFN inmune (31,32),

En el caso de la fagocitosis dependiente de Inmunoglobulinas, realizada por
células mononucleares fagocfticas, el efecto positivo del IFNy principia con el
aumento en la expresién y la densidad de los receptores para Fcy (32,33), La
fagocitosis de partfculas osponizadas con IgG aumenta hasta en cinco veces, lo
que se registra desde las mds bajas dosis de IFNy (1 a 10 U/m1)(32). Dicho efecto
comienza a ser explicado con el descubrimiento de que las dosis de 100u/ml de

IFNy durante 24 horas. aumentan tanto la abundancia relativa de mRNA del
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receptor FeyRIII, como la expresién de esa protefna (11,14,15). Los interferones
alfa (o) y beta (8) tienen el mismo efecto en cuanto a expresidn de receptores,
pero no en cuanto a ingestién. El fenémeno, no obstante ser paralelo, es
independiente del incremento en la expresiSn de los Antigenos  de
Histocompatibilidad mencionados (32).

Sobre otros receptorés para realizar fagocitosis, como los de complemento,
el efecto es negativo (8,34,35). Se ha observado en estos casos que mientras TNFa
y GM-CSF estimulan la fagocitosis via CR3, el IFNy, IL4 y M-CSF la
disminuyen.

Debido en gran parte a la disminucién en la produccién de PGE,, el IFNy
deprime el crecimiento de los tejidos debido a que disminuye Ia transcripcién de
la coldgena y la fibronectina (37), por lo que se le adjudican propiedades
antiproliferativas y antiinflamatorias (37). La regulacién que se observa entre IFNy
e IL-1 pone ante nosotros un bonito ejemplo de homeostdsis: mientras el efecto del
primero es reduccién del crecimiento, el segundo estimula la produccién de
coldgena y fibronectina, gracias a Ia produccién de PGE, . Esto autoestimulado por
la produccion de IL-1 en presencia de IL-1.

INTERLEUCINA-1 (IL-1) Se conocen como interleucinas a las citocinas que

producen los leucocitos para comunicarse con otras células. Los genes de la IL-1
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se han encontrado en todos los animales en donde se les ha buscado. Se ha
encontrado una molécula similar en invertebrados marinos como equinodermos y
tunicados, con efectos estimuladores en acciones de fagocitosis (38). Su existencia
se evidencié por ser responsable de producir fiebre en animales cuando se les
transferfa pasivamente. A pesar de que la IL-1 son dos productos proteicos
distintos provenientes de genes distintos, Ias proteinas IL-1¢ e IL-18 tienen ia
misma afinidad para el receptor de IL-1, de alta afinidad, y los mismos efectos
biolégicos en Ias células blanco. Ambas IL-1 se traducen como propéptidos de baja
afinidad por su ligando, que al ser procesados en el medio extracelular por
proteasas secretadas por la misma célula productora adquieren su alta actividad
bioldgica (39,40).

De la lista de células productoras de IL-1 sobresalen los macréfagos y
queratinocitos, aunque los primeros son los principales secretores. En condiciones
normales se producen de 0 a 2 w/ml en macrdfagos y células endoteliales (41). En
sus células blanco, como linfocitos T y B, fibroblastos, macréfagos, células
-endoteliales y del SNC, sus acciones son variadas: in vivo aumenta las reacciones
inflamatorias sistémicas, produce fiebre, desencadena la respuesta de fase aguda
del hfgado, reduce la concentracién de Hierro y Zinc del plasma y aumenta la

concentracién de Cobre. Induce infiltracién neutrofilica y monofilica, edemas y
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angiogénesis (39). Es, junto con IL-6 y TNFe, de los principales productos de
secrecién del macréfago. Su presencia induce la produccién de otros mensajeros
extracelulares, como factores estimuladores para formacién de colonias (42), la
liberacién de metabolitos relacionados con la respuesta de sistema (IL-6 y la misma
IL-1), y su propia producci6n es inducida por otros productos de Ia inflamacién,
como la proteina C reactiva (43).

In vitro, un promotor de la aparicién de Ia IL-1 es el LPS, conocido como
activador del macréfago. Los genes asociados a las etapas tempranas de activacién,
KC y JE, se traducen en ese momento simultdneamente con IL-1 y TNF« @4).
Por ello es comsiderado una molécula clave en el inicio de la respuesta
inmunogénica.

INTERLEUCINA-6 {IL-6) Conocida principalmente como molécula activadora
de células B, en las que actia promoviendo la proliferacién y diferenciacién en
célula plasmdtica, la IL-6 activa también a linfocitos T en sus primeros estadios,
en sinergismo con la IL-1; estimula la maduracién de megacariocitos y células
estromales para su diferenciacién en macr6fagos, posee actividad tréfica para
neuronas e interviene de manera preponderante en la respuesta de fase aguda

(45,46,47).
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Dos receptores, uno de baja afinidad (IL-6Re) y otro de alta afinidad
(subunidad o y subunidad de 130 KD) (45), se encuentran en las células que
reciben sefiales de la IL-6, prote/na de 23 KD como se le conocié originalmente:
hepatocitos y macréfagos de higado, células B y T y fibroblastos (39). La unién
de la glucoproteina de 23 KD es competida por IL-1, IL-2, TNFa, IFN+y e IENG,.
Las células productoras de IL-6 in vivo son linfocitos B y T. /n vitro, células
endoteliales y accesorias de los cultivos también secretan IL-6. Normalmente sus
niveles de produccién son nulos (41,45), pero en la infeccién aumentan por IL-1
y TNFe principalmente y después por IFNy, IL-3, GM-CSF y el Factor de
crecimiento derivado de plaquetas (P-DGF). Bs un gen de expresién muy
controlada (45).

Algo sumamente interesante en estas citocinas, es la relacién existente entre
IL-1, IL-6 y TNFa: IL-1 y TNFa inducen la aparicién de IL-6, mientras que la
produccién de IL-1 es estimulada por TNFa y por sf misma (48). Las tres
citocinas intervienen en la respuesta de fase aguda y se liberan coordinadamente
por monocitos activados (38). Muchas de Ia actividades atribuidas a la IL-1, son
producto de la presencia simultdnea de la IL-6 (45). Bajo la influencia de dosis
fisiolégicas de la rIL-6 (25 u/ml) sobre células J774, la unidﬁ del anticuerpo

2.4G2, anti FcyRIII se duplica: aumenta la concentracién del mRNA, mas no la
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expresién de la proteina. Por ello se ha sugerido que esta citocina estimula la

presencia de un receptor para IgG ain no caracterizado (14) .
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OBIJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fue el de estandarizar un microensaya que
nos permita cuantificar fa fagoci}osis, mediada por receptores para IgG, llevada a
cabo por macréfagos murinos. '

El principal interés para estandarizar un microensayo se debe al hecho de
que la evaluacién microscdpica de la fagocitosis que es el método mds cominmente
utilizado, es sumamente laboriosa y fatigante, lo que impide gque puedan
examinarse en un mismo experimento, un nimero grande de muestras. En
contraste, ¢! microensayo colorimétrico es rdpido y sencillo, lo que permite
estudiar en un solo experimento, un nimero mucho mayor de muestras.

Objetivos derivados de la técnica estandarizada es la evaluacién de
evalulacidn de distintas condiciones de la fagocitosis, como son el bloqueo de
receptores por la fraccidn Fc de anticuerpos, Ja efectividad para mediar fagocitosis
de los distintos anticuerpos usados, v efecto del cultivo en presencia de algunas

citocinas.
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MATERIALES Y METODOS

CELULAS.
Células de la Ifnea P338D, Monocito-macréfage murino.
Originalmente aisladas de una neoplasia linfoide inducida, se seleccionaron por su

alta produccién de TL-1. Fagocfticas gracias a sus receptores de Ig y receptor del

compliemento de tipo 3 (49),

Células de la linea J774A.1. Monocito-macréfago murino.
Originada de un tumor murino, estas células secretan grandes cantidades de
lisozima, ademds de producir IL-1. Presenta receptores para Ig v complemento,

as{ como fagocitosis dependiente de inmunoglobulina (49).

Células de la linea RAW 267.7. Monocito-macréfago murino,
Establecida a partir de ascitis de un tumor inducido en ratén, la lfnea fagocita
zimosan y secreta lisozima. Es capaz de realizar lists dependiente de anticuerpo,

presentando receptores para Ig y complemento.
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Macrdéfagos Residentes Peritoneales Murinos (50).

Coleccién. Al animal recién sacrificado e inmobilizado, se introducen
intraperitonealmente y de manera violenta, 7 ml de medio RPMI 1640 sin suero,
con 50 U/ml de heparina para evilar coagulacidn. Para eflo se utiliza una jeringa
estéril con ajuga de 25 X 16. Cuidando de no dejar escapar el flufdo, al retirar
la jeringa se aplica un masaje generoso con los dedos en la parte abdominal del
animal. Con una aguja de 21 X 32 se extrae el liquido, en el que se encontrardn
los macréfagos residentes de la cavidad peritoneal acompafiados de otros tipos
celulares, Las células se lavan por centrifugacién a 1,500 rpm por 5 minutos.
Cultivo. Se cuentan las células con la ayuda de un hemocitémetro y se colocan
50,000 a 70,000 células en 0.2 ml de medio RPMI complementado, en cada pozo
de una placa de cultivo de 96 pozos. Las placas se incuban por una hora a 37°C
en presencia de CO,.. Los cultivos se lavan 3 veces con PBS para retirar asf a las
células no adherentes, obteniendo un cultivo con cerca del 90% de macréfagos.
Otras células no fagoctticas, positivas para la tincién de esterasa inespecifica (50)
pero no para la peroxidasa especifica (52), suelen permanecer atin después del
lavado.

Las células se pueden cultivar 24 o 48 horas en 0.2 mi de medio complementado,

a 37°C en atmdsfera con 5% de CO,.
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Macréfagos Inflamatorios Peritoneales Murinos (36).
Estas células se obtienen de la misma forma que las células residentes, pero
inoculando al ratén 1.5 ml de tioglicolato, intraperitonealmente, 5 dfas antes de

extraer las células. En este caso 1a proporcién de células no fagociticas adherentes

puede variar ligeramente (51,52).

Bl medio de cultivo utilizado para propagar las lineas celulares y para mantener
viables las células obtenidas de animales fue el RPMI (GIBCO) suplementado con
10 % de suero fetal de ternera (SFB), 2 mM glutamina, 100 U/ml de penicilina,
0.25 pg/ml de estreptomicina. Los cultivos se mantuvieron a 37°C en atmésfera

himeda con 5% de CO,.

ANTICUERPOS.
Obtencién de anticuerpos policlonales de conejo especificos para el 2-
4,dinitrofenocl («DNP).

Se inmunizaron conejos con 0.1 mg de inmundgeno (QOvoalbimina
dinitrofenilada) emulsificado en Adyuvante Completo de Freund, por via

subcutdnea (52). Las inmunizaciones subsequentes se realizaron a intervalos de seis
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semanas, utilizando para cada inmunizacién 0.1 mg de inmunégeno emulsificado
en adyuvante incompleto de Freund, e inoculado por vfa subcutdnea.

El suero se obtuvo sangrando a los animales via venas marginales de la oreja,
previamente rasurada y desinfectada. Los sangrados se realizan de 10 a 14 dias
después de cada inmunizacién secundaria. La sangre obtenida (>20 ml) debe
permanecer de 30 a 60 minutos a temperatura ambiente para que coagule, El
codgulo se debe separar de las paredes del tubo en el que se colecté con una
varilla de vidrio o palillo de madera y el tubo se coloca a 4°C para que el codgulo
se compacte. Después de pasar una noche a 4°C, el suero puede ser extraido sin
elementos figurados. El remantente se centrifuga a 2,000 rpm durante 5 minutos
para recuperar la mayor cantidad de suero posible. Se puede guardar en alfcuotas

de 1 a 2 ml en congelacién a -20°C, durante varios afios.

Purificacion de IgG.

Precipitacién con sulfato de amonio (53). Al sobrenadante del suero previamente
centrifugado a 3,000 g por 30 minutos, se agrega lentamente un volumen igual de
una solucién saturada de sulfato de amonio para llegar a una concentracién final
de 50% de saturacién. Las sales compiten ventajosamente con las proteinas del

suero por el agua, que las mantiene en solucién. Las protefnas séricas se
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precipitan, Después de centrifugar 3,000 g durante 30 minutos, el precipitado se
recupera, se disuelve en agua y se dializa exhaustivamente contra PBS (fosfato de

sodio 0.01 M, Cloruro de sodio 0.15 M, pH 7.4).

Purificacidn de IgG en columna de Protefna A (53). La proteina A es una proteina
de origen bacteriano que se une especfficamente a la porcién Fc de la IgG de
varias especies. En una columna de afinidad hecha de Protefna A unida a perlas
de Sefarosa, se incuba la solucién cruda del suero con inmunoglobulinas, a la cual
se ha ajustado el pH a 8 con Tris 1 M. Después de incubar por 30 minutos a
temperatura ambiente, la columna se lava con amortiguador Tris 10 mM pH 8.2,
hasta que el eluido tenga una DO a 280 nm <0.1. Esto indica que toda proteina
no unida a la Protefna A ya fue eluida. Al lavar la columna con glicina 0.1 M pH
2.8, la 1gG unida a la Protefna A, sc desprende. Se eluye con este nuevo
amortiguador hasta tener una DQ < 0.1, recogiendo 1a elucién en alicuotas de 2

ml en tubos con un par de gotas de Tris 2M, pH 8.2.

Purificacién de IgGaDNP por cromatografia de afinidad (53). Uniendo DNP a
perlas de Sefarosa, los anticuerpos especificos para este hapteno se unirdn

especificamente a las perlas, permitiendo separarlos de los anticuerpos dirigidos
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contra otros antfgenos. La IgG previamente purificada se incuba con perlas de
DNP unido a Sefarosa durante una noche a 4°C. Se empaca una columna con las
perlas que fueron incubadas con los anticuerpos. Se lava la columna con PBS pH
7.4 hasta obtener una DO < 0.1, Para desprender a la IgGaDNP se pasa
lentamente por la columna una solucién 0.1 M DNP. El DNP de la solucién
compite con el DNP unido a las perlas, obteniéndose en el elufdo IgGaDNP
unidos a DNP. Este eluido se pasa por otra columna de Dowex 1-8x
(intercambiador iénico) en donde el DNP queda retenido. Se obtienen asf en el

eluido final anticuerpos especfficos «DNP puros. Se guardan en aliquotas a -20°C.

Titulacion de los anticuerpos oDNP. Se titularon por hemaglutinacién los
anticuerpos policlonales de conejo «DNP, asf como los anticuerpos monoclonales
de ratén de los isotipos IgG1, IgG2a ¢ IgG2b «DNP obtenides en el laboratorio.
La técnica consiste en hacer diluciones seriadas (1:2, 1:4, 1:8, etc) de la solucién
de anticuerpos en pozos con fondo V para microtitulacién. A 2541 de cada dilucién
de anticuerpos, se afiaden 25 ul de una suspensién al 2% de eritrocitos de carnero
sensibilizados con DNP (la sensibilizacién de eritrocitos se describe enseguida).

Se mezclan cuidadosamente y se dejan sedimentar.
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La aglutinacién de los eritrocitos sensibilizados en ciertos pozos indica la presencia
de una concentracién suficiente de anticuerpos que puedan unirse a ellos y formen
una malla, que se precipitard visiblemente. Si los Ac estdn en cantidad insuficiente
o ausentes, se formar4 un botén compacto de eritrocitos en el fondo del pozo.

El ttulo del suero o solucién de anticuerpos serd la ditima dilucién en la que se
forma Ja malla. Se utilizan como controles sueros de conejo no inmunizado contra

DNP y eritrocitos no sensibilizados.

ENSAYOS DE FAGOCITOSIS.

Obtencién de eritocitos (54). Se obtienen, en condiciones de esterilidad, 20 ml
de sangre de carnero joven. Inmediatamente después de obtenida la sangre, se
mezcla con solucién de Alsever (Citrato-dcido cftrico, dextrosa), con 0.02% de
azida de sodio, en proporcién de 1:1.5. En esta solucién, los eritrocitos se
mantienen viables a 4°C por periodos de 4 a 6 semanas.

Sensibilizacién de eritrocitos con TNBS (Acido trinitrobenzén sulfénico). Para
marcar las protefnas de superficie de los giébulos rojos con el grupo hapténico
2,4,6-trinitrofenol, se hacen reaccionar los grupos amino libres de las protefnas,
con el TNBS, en condiciones ligeramente alcalinas, segiin lo describié Eisen en

1964. En la reaccién se libera un grupo sulfénico, quedando el grupo TNP unido
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covalentemente a la protefna. Ya que gran parte de los anticuerpos especificos para
el hapteno 2-4, dinitrofenol presentan reaccién cruzada con los grupos 2-4-
6,trinitrofenol, se pueden opsonizar con anticuerpos especfficos xDNP las células
sensibilizadas con TNBS.

De la suspensi6n de sangre en Alsevers, se toma en condiciones de esterilidad, la
cantidad necesaria del paquete celular, y se suspende en una solucién
amortiguadora DGVB?*: 2.5 mM veronal, pH 7.5, 75 mM NaCl, 2.5% dextrosa,
0.05% gelatina, 0.5 mM MgCi, y 0.15 mM CaCl,. Mientras que la gelatina
impide la adherencia de las células a la superficie del tubo, la dextrosa permite su
sobrevivencia (55).

Después de los ensayos preliminares para determinar la concentracién idénea de
TNBS, que permite una opsonizacién adecuada para la ingestién y que no permite
ni la unién ni, por ende, la ingestién de eritrocitos sensibilizados pero no
opsonizados, se establecieron las siguientes condiciones para la sensibilizacién: En
3.5 ml de solucién amortiguadora de boratos (0.2 M 4cido bérico, 0.15 M NaCl,
pH 8.5) se disuelven 3.5 mg de TNBS (Eastman Kodak Co.) por cada 400 ul de
eritrocitos de carnero previamente lavados en DGVB?*, Se dejan en agitacién
suave durante 15 minutos, en oscuridad. Para retirar el exeso de TNBS no unido,

los eritrocitos se lavan dos veces por centrifugacién. Los eritrocitos sensibilizados



(Es) y lavados se suspenden en DBVB*, preferentemente al 2% para el

procedimiento siguiente (Opsonizacién).

Opsonizacién. Una vez titulado el suero o los Ac, se opsonizan los ES con una
concentracién subaglutinante de anticuerpos (54). Debido a que la superficie del
Es estd cublerta de TNP, los anticuerpos se deben administrar en una cantidad
menor a la que permiti6 la formacién de la malla, esto es, el contfnuo de
eritrocitos unidos por Ac. De otra forma se formarfan agregados de células
diffciles de manejar, y sobre todo, de fagocitar.

Se opsoniza la cantidad deseada de Es al 2%, en DGVB?**, aiiadiendo la cantidad
de Ac necesaria para obtener una dilucién igual a la primera dilucién que dejé de
mostrar aglutinacién, Es decir, si el tftulo de hemaglutinacién determinado fue
1:64, para opsonizar se debe emplear una dilucién de 1:128. Los Es se¢ incuban
con anticuerpos por 30 minutos con agitacién suave y constante. Posteriormente,
los eritrocitos se lavan dos veces con DGVB?*. los eritrocitos opsonizados (Eo)

pueden permanecer hasta una semana a 4°C.

Ensayo colorimétrico para cuantificar fagocitosis de eritrocitos. Aprovechando

la actividad de pseudoperoxidasa de la hemoglobina (Hb), para catalizar la
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aparicion de un producto colorido a partir de 3-3' Diaminobenzidina (DAB), en
presencia de peréxido de hidrégeno, se puede cuantificar espectrofotométricamente
la fagocitosis de eritrocitos por macréfagos, segin lo reporté Jungi en 1985 (56).

El modelo de fagocitosis de eritrocitos por macrdfagos es ampliamente
explotado para estudiar las condiciones de activacién, expresién de receptores,
liberacién de mediadores metabélicos, etc, por macréfagos, por ser Ia fagocitosis
un pardmetro importante de las células fagocfticas (57). Existen varias maneras de
cuantificar la fagocitosis (58,59): una de las mds utilizadas es el conteo directo por
microscopfa Gptica, del nimero de eritrocitos ingeridos por cada uno de, al menos,
100 macréfagos, determindndose posteriormente el indice fagocitico (niimero
promedio de eritrocitos ingeridos por célula). Otros métodos se basan en la
evaluacién radiométrica de la ingestidn de particulas marcadas radiactivamente, o
del medio radiactivo que acompafia a la ingestién de las particulas. Contrastando
con estos métodos directos, se han establecido métodos indirectos, como es la
cuantificacién de glucélisis del fagocito, de la degranulacién, del estallido
respiratorio, o de la actividad de enzimas liberadas al medio (54). Todos estos
métodos se basan en la premisa de que miden procesos que acompaian

metabdlicamente a la fagocitosis.
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La cuantificacién de la eritrofagocitosis por la medicién espectrofotométrica
de la hemoglobina en lisados celulares de los fagocitos, fue propuesta por Cooper
en 1984. Desgraciadamente, esta medicién directa de absorcién de luz por la
hemoglobina adolece de baja sensibilidad. La modificacién al método hecha por
Jungi, utilizado en este trabajo, salva este obstdculo y permite la medicién de
100,000 a 1,000,0000 de eritrocitos por pozo (56).

En breve, el ensayo consiste en agregar, a las células fagocfticas y adheridas
a la superficie de los pozos de placas de cultivo con 96 pozos, eritrocitos
opsonizados. Luego de incubar a 37°C por el tiempo previamente determinado, los
eritrocitos no fagocitados se lisan por un choque hipot6nico, y las monocapas
celulares se lavan para eliminar la hemoglobina liberada. Una vez hecho esto, las
células adheridas se lisan en presencia de detergente, para liberar al medio la
hemoglobina de los eritrocitos que fueron ingeridos. En este medio se determina
la concentracién de hemoglobina, que serd proporcional a Ja cantidad de eritrocitos
ingeridos, a través de un ensayo colorimétrico que mide la actividad de
pseudoperoxidasa de Ia hemoglobina. Por medio de una curva patrén que se hace
midiendo la actividad de pseudoperoxidasa de cantidades conocidas de eritrocitos,
se pueden relacionar los valores de densidad dptica observados, con el mimero de

eritrocitos.
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Protocolo para la determinacién de fagocitosis de eritrocitos de carnero
opsonizados con IgG, mediante ensayo colorimétrico.

Tanto las lfneas celulares como los macréfagos obtenidos de animales que
se utilizaron en éstos estudios, son adherentes,

Se cultivan de 50,000 a 150,000 células/pozo, a lo que se afiaden 25 a 30ul
de una suspensi6n al 2% de EOp en medio de cultivo RPMI 1640 incompleto. La
placa se incuba 2 37°C en presencia de CO,, por un lapso de 15 a 90 min.
dependiendo del tipo celular.

Al dar por terminada la fagocitosis, los eritrocitos no fagocitados se eliminan
por choque hipoténico, rebasando los pozos con una solucién hemolisante durante
1 a 3 minutos. La lisis de los eritrocitos no ingeridos se puede verificar al
microscopio. Inmediatamente se sumerge la placa entera en PBS, para remover la
Hb en solucidn, lo cual se repite tres veces sin vaciar el contenido de los pozos,
lo que evita movimientos violentos.

Una vez retirada la Hb de esta forma, se procede a vaciar el exceso de
Ifquido de ia placa invirtiéndola rdpidamente una sola vez. Las células fagociticas
deben permanecer adheridas, lo cual nuevamente se puede verificar al

microscopio.



Las células se lisan afiadiendo a cada pozo 100 ul de solucién de SDS al
0.3% en PBS, pH 7.5. Inmediatamente después de la lisis de las células, se afiade
a cada pozo 200 ul de una solucién preparada minutos antes, con 0.4 mg/ml DAB,
4 pl/ml H,0,, en PBS pH 7.5. Para evitar la precipitacién de deidos nucléicos y
color, se homogeniza cuidadosamente ¢l contenido de los pozos con micropipetas
multicanal, evitando e! burbujeo o eliminando a las mismas en caso de aparecer.
La lectura de la reaccién se realiza de 30 a 60 minutos después de iniciada,
en un espectrofotométro para microplacas (Bio-Rad Microplate Reader 3550), a
una longitud de onda de 450 nm. Los resultados se reportan como la media y la
desviaci6n estandar, de los triplicados para cada condicién.
Variables de opsonizacion, Para los ensayos, se utilizaron eritrocitos opsonizados
con distintos anticuerpos:
a) EOp con anticuerpos policlonales de conejo IgG anti-DNP.
b) EOp con anticuerpos IgG monoclonales murinos anti-DNP (IgGs de distintos
isotipos).
c) EOp con anticuerpo monoclonal IgE murino anti-DNP.
Controles. En cada ensayo, se deben incluir los siguientes controles:
a) Pozos con células a las que se agregan Es no opsonizados, como control de que

la fagocitosis es vfa receptores para inmunoglobulinas.
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b) Pozos con macréfagos a los que no se afiaden eritrocitos.
©) Curva patrén de eritrocitos sometida al mismo ensayo coloriméirico,
d) Pozos con SDS y el substrato para la reaccién colorida (DAB)

como blanco de reactivos.

Duracién del ensayo de fagocitosis. Las lineas celulares utilizadas y los
macréfagos peritoneales, muestran importantes diferencias en cuanto al tiempo de
incubacién con EOp necesario para observar fagocitosis, Esto pucde ser atribuido
a la cantidad de receptores que exibe cada una de estas poblaciones celulares en
su superficie, a la cantidad de moléculas accesorias que acompaiien a estos
receptores para la transmisién de la sefial, al grado de activacién en el caso de los
macrdfagos inflamatorios, etc. Los tiempos de incubacién 6ptimos para cada una
de las poblaciones celulares utilizadas en estos estudios fueron los siguientes:

P388D, - 60 a 90 minutos.

J774.A.1 - 15 a 45 minutos.

RAW 267.7 - 30 minutos.

Macréfagos residentes - 30 minutos.

Macréfagos inflamatorios - 30 minutos..
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CULTIVO DE CELULAS EN PRESENCIA DE CITOCINAS:

Se preparan soluciones stock de citocinas en albimina humana (huAL) al
0.01% en PBS pH 7.5, a las siguientes concentraciones: IFNy: 5,000 U/ml, IL-
1B; 100 ng/ml e IL-6: 100 ng/ml.

Los ensayos de 24 horas de estimulacidn para las tres citocinas se hicieron
simultdneamente en la misma placa de cultivo. Las concentraciones a las que se
incubaron las células con citocinas previas al ensayo de fagocitosis fueron:
IFNy (Gibco) Se administran dosis de 125 y 250 U/ml.

IL-18: Se administran 5 y 2.5 ng/ml.

IL-6: Se administran 5 y 2.5 ng/ml.

CUANTIFICACION DEL EFECTO DE LAS CITOCINAS INFy, IL-18 e IL-6
SOBRE EL CRECIMIENTO DEL CULTIVO CELULAR, POR MEDIO DEL
METODO DE CRISTAL VIOLETA.

ENSAYO PARA PLACAS DE CULTIVO DE 96 POZOS (60).

Las células se cultivan en placas de cultivo de 96 pozos en cantidades originales
de 50,000 a 75,000 células/pozo. Al tiempo de incubacidn deseado, se evalia el
crecimiento celular de la siguiente forma:

1. Decantar el medio de cultivo.

2. Agregar glutaraldehido 1.1%/ D-MEM, 10 minutos (100 ul/pozo).
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3, Retirar glutaraldehido. Lavar ligeramente con agua bidestilada y secar.

4. Agregar una solucién de Cristal Violeta 0.1%/ amortiguador dcido férmico 0.2
M pH 6, 20 minutos (50 pl/pozo).

5. Retirar Cristal Violeta; lavar exhaustivamente. Secar perfectamente.

6. Afiadir 4cido acético 10%/ agua destilada, 20 minutos (100 ul/pozo).

7. Leer absorbencia en un lector espectrométrico de microplacas a

una longitud de onda de 590 nm,
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RESULTADOS

1. Ensayo colorimétrice para evaluar fagocitosis mediante la reduccién de la
3-3’Diaminobenzidina

El sistema experimental que utilizamos fue la fagocitosis, por macréfagos
murinos, de eritrocitos de carnero opsonizados por anticuerpos de la clase IgG.
Para poder estudiar en el mismo sistema la influencia de algunas caracteristicas del
anticuerpo opsonizante (tales como isotipo, afinidad, etc) sobre la fagocitosis,
usamos una opsonizacién indirecta. Primero se unieron covalentemente a las
protefnas de membrana del eritrocito, grupos hapténicos (2,4,6-trinitrofenol). Estos
eritrocitos fueron opsonizados con una variedad de distintos anticuerpos especificos
para el hapteno 2,4-dinitrofenol.

La fagocitosis de eritrocitos opsonizados de esta manera por macréfagos
murinos de la linea celular P388 se comprobé por microscopia (Figura 1). Como
se muestra en la Tabla I, las células fagocitaron eritrocitos opsonizados con IgG
de conejo anti-DNP, pero no eritrocitos opsonizados con IgE murina anti-DNP,
ni eritrocitos haptenizados pero no opsonizados. Tampoco hubo fagocitosis de

eritrocitos sin sensibilizar, En la misma Tabla se muestran los resultados con
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respecto a la formacién de rosetas entre células P388 y eritrocitos de carnero

opsonizados con IgG o IgE anti-DNP, asi como eritrocitos sensibilizados y sin

sensibifizar.

Figura 1. Macréfagos con rosetas (200 X) y fagocitosis de eritrocitos
opsonizados (400 X)
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CONDICIONES MICROSCOPIA COLORIMETRIA
(FAGOCITOSIS) ROSETAS FAGOCITOSIS FAGOCITOSIS (DO)
(%) (%)
1gG conejo 96 64 2.064
oDNP
IgEaDNP 20 0 0.030
TNP 5 0 0.035
Eritrocitos solos ° 0 . 0.032
DOCELULAS §  ______ | e 0.030

TABLA 1. Comparacion entre los resultados obtenidos mediante microscopia
y colorimetria, Se aprecia la concordancia en los resultados obtenidos por
ambas métodos, asf como una coloracidn basal producto de las peroxidasas de
los macrdfagos en el ensayo colorimético.

Estos resuitados demuestran que el proceso de haptenizacién y opsonizacién
previamente detaliado, es adecuado para preparar eritrocitos que son fagocitados
de manera especifica vfa receptores para IgG. Estos datos corroboran asfrismo
observaciones anteriores de la presencia en el macréfago de receptores para IgE
¥ que estos receptores son incapaces de mediar fagocitosis (7). Esto demuestra que

para la fagocitosis no basta la unién del eritrocito a la ¢élula fagocitica, sino que

esta unién debe ser a través de receptores con capacidad para mediar fagocitosis

54).
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Como ya se ha mencionado, la evaluacién por microscopfa de la fagocitosis
tiene varios inconvenientes para hacer estudios de varias condicioines de fa
fagocitosis. En vista de lo anterior decidimos estandarizar un microensayo
colorimétrico que nos permitiera cuantificar la fagocitosis de eritrocitos de una
manera mds sencilla y rdpida y con la sensibilidad adecuada. El método se basa
en el propuesto originalmente por Jungi en 1985 (56), en el cual se explota la
actividad de pseudoperoxidasa que presenta la hemoglobina, para catalizar la
reduccién del peréxido de hidrégeno (H,0,) y la oxidacién concomitante de la
3,3'-diaminobenzidina, que al oxidarse adquiere un color que puede medirse
espectrofotométricamente. En las condiciones del ensayo, la cantidad de producto
colorido formado est£ en funci6n directa del mimero de eritrocitos internalizados
(fagocitados) por las células.

En la figura 2 se observan los resultados de un experimento que demuestra la
relaci6n directa existente entre la densidad 6ptica medida espectrofotométricamente

y ¢l nimero de eritrocitos en cada pozo.
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CURVA PATRON DE ERITROCITOS
ESPECTROFOTOMETRIA CON DAB
0.125

0.14

0.075+

D.O.

0.05-

0.025+

0 50 100 150 200
No. de eritrocitos (miles)

Figura 2

Curva de eritrocitos obtenida con el ensayo colorimétrico. Se aprecia la
relacién lineal entre niimero de eritrocitos y la DO obtenida.
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La evaluacién mediante el ensayo colorimétrico de 1a fagocitosis de eritrocitos
opsonizados con IgG e IgE y de eritrocitos no opsonizados, por células de la linea
P388, concuerda con los resultados obtenidos por microscopfa, como lo muestra
la Tabla 1. La concordancia entre los resultados obtenidos por los dos métodos,
apoya la validez del ensayo colorimétrico para cuantificar la fagocitosis de
eritrocitos.

Una vez establecida la concordancia de la evaluacién de la fagocitosis por el
microensayo colorimétrico con los resultados obtenidos por evaluacidn al
microscopio, ulilizamos el microensayo para estudiar comparativamente la
fagocitosis de eritrocitos opsonizados por distintas células del linaje monocito-
macréfago. Se estudiaron las lfneas celulares P388, 1774 y RAW (macréfagos
murinos), as{ como los macréfagos obtenidos de la cavidad peritoneal de ratones.
En la Figura 3 se muestra la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con diversos
anticuerpos, por los distintos tipos de células fagociticas utilizados. Es importante
hacer notar que los tiempos del ensayo con cada una de las céiulas son diferentes.
Esto se hace necesario porque los distintos tipos cetulares presentan diferencias en
la eficiencia y rapidez con que llevan a cabo la fagocilosis. Asi por ejemplo,
mientras células de la linea P388 requieren una incubacién de 90 minutos con los

eritrocitos opsonizados, para fagocitar eritrocitos suficientes para dar valores de
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DO significativos. Para las células de 1a linea J774 es de 15 a 45 minutos y para

macréfagos inflamatorios, residentes y c€lulas RAW este tiempo es de 30 minutos.

CUANTIFICACION DE FAGOCITOSIS
DENSIDAD OPTICA

PSBB D1 Inﬂamat Hemdentes FV RAW
MACROFAGOS

conejo R 1oG2b Ig&i
£ 19G2a IgE I TNBS

Figura 3

Presentacidn de un experimento representativo de la fagocitosis mediada por
distintos anticuerpos, para cada tipo celular, No cabe comparacidén entre cada
tipo celular por haberse realizado los experimentos en dias distintos. Los
resultados estdn dados en unidades de DO.
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Mediante el ensayo colorimétrico se determind, asimismo, la eficiencia de
distintos anticuerpos opsonizantes para mediar la fagocitosis. Los resultados de
varios experimentos para cada tipo celular se muestran en las Figuras 4 a 8. Los
anticuerpos anti-DNP que se emplearon ;;ara opsonizar fueron: IgG policlonal de
conejo, y los anticuerpos monoclonales murinos 3BS (isotipo IgG2b), 4F8 (IgG2b),
2C5 (IgGl) y 3GI0 (IgG2a). La opsonizacién, en todos los casos, se hizo
utilizando concentraciones subhemaglutinantes del anticuerpo. Para graficar
conjuntamente los resultados de experimentos realizados en dfas diferentes, los
valores de densidad ¢éptica se normalizaron para cada experimento individual,
tomando el valor obtenido al opsonizar con anticuerpos 3B5 como 100%. Esta
normalizacién es necesaria ya que los valores de densidad éptica obtenidos en
cualquier experimento no pueden ser directamente comparados con los obtenidos
en otros experimentos, ya que varios pardmetros, como el tiempo de la reaccién
enzimdtica antes de hacer la lectura, el nimero de células por pozo, etc, pueden
variar ligeramente de un dfa al otro.

Los resultados muestran que Ia eficiencia de la fagocitosis depende en gran
medida del anticuerpo opsonizante. No s6lo existen diferencias notables entre
anticuerpos de distintos isotipos, sino que aiin entre dos anticuerpos del mismo

isotipo (3B5 y 4FB), existen diferencias significativas. Es notable que

56



précticamente en todos los distintos tipos de macréfagos examinados, el anticuerpo
m4s eficiente para mediar la fagocitosis fué la IgG policlonal de conejo. En los
siguientes pdrrafos nos referiremos a los resultados cbservados para cada tipo
celular individual.

Células P388. Concordando con los resultados observados al microscopio, las
células de la linea P388 fagocitan mds eficientemente eritrocitos opsonizados con
IgG de conejo, seguida de los anticuerpos 3BS (IgG2b), 2C5 (IgGl) y 3GI0
(IgG2a), mientras que los eritrocitos dnicamente sensibilizados no son fagocitados
(Figura 4). Esta lfnea celular fagocita comparativamente menos que las otras
células empleadas. Las determinaciones independientes del mimere de rosetas cntre
eritrocitos opsonizados con IgG y los distintos tipos celulares, indicaron que las
células P388 formaban rosetas mds débiles, lo que hace pensar que la densidad
de receptores Fcy en estas células es menor, Esto podrfa determinar su

relativamente baja capacidad fagocitica.
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P388

Fagocitosis normalizada (3B5=100%)
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Figura 4

Fagocitosis de las células P388 normalizada con respecto al resultado del moAc
3BS. Se muestran los resultados normalizados para cada anticuerpo usado: 1-
IgG conejo, 2-XgG1, 3-13G2a, 4-IgG2b, S-eritrocitos sin opsonizar. Cada linea
representa el resultado de un experimento para cada anticuerpo.
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Macréfagos inflamagorios. Estas células presentan menores variaciones en su
capacidad fagocitica con respecto al tipo de anticuerpo opsonizante, Pricticamente
presentan niveles similares de fagocitosis con eritrocitos opsonizados con IgG de
conejo o con los anticuerpos 3BS5 (IgG2b), 2CS5 (IgGl), y 4F8 (IgG2b), y
solamente la fagocitosis mediada por el anticuerpo 3G10 (IgG2a) es menor (Figura
5). Comparativamente con los otros tipos celulares estudiados, estas células son
altamente fagocfticas.

Macrdfagos residentes, Los macréfagos residentes de la cavidad peritoneal de
los ratones presentan una alta actividad fagocitica de eritrocitos opsonizados con
IgG de congjo (alrededor de dos veces la fagocitosis mediada por el anticuerpo
3BS5). Por otro lado, no parece haber diferencias importantes en la fagocitosis de
eritrocitos opsonizados con los anticuerpos 3BS y 4F8 (IgG2b), 2C5 (IgGl) y
3G10 (JgG2a) (Figura 6).
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MACROFAGOS INFLAMATORIOS
Fagocitosis normalizada (3B5=100%)
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Figura §

Fagocitosis de macréfagos inflamatorios, normalizada con respecto al resultado
del moAc 3B5. Se muestran los resultados para cada anticuerpo usado al igual
que la figura anterior,



MACROFAGOS RESIDENTES

Fagocitosis normalizada (3B5=100%)
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Figura 6

Fagocitosis de macréfagos residentes, normalizada con respecto al resultado
de moAc 3B5. Se muestran los resultados normalizados para cada tipo de
anticuerpo usado.
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_Células J774. Aunque con este tipo celular se hicieron menos determinaciones,
es evidente (Figura 7) que tanto eritrocitos opsonizados con IgG de conejo, asf
como con el anticuerpo monoclonal 4F§ (IgG2b), son fagocitados mds
eficientemente que aquellos opzonizados con el anticuerpo 3BS5.

Células RAW. La fagocitosis de los eritrocitos opsonizados con IgG de conejo o
con los anticuerpos monoclonales 3BS y 4F8, se muestra en la Figura 8. Aunque
existe una gran dispersién de los valores obtenidos para eritrocitos opsonizados con
IgG de conejo, podemos afirmar que la media de estos valores es moderadamente
superior al 100%, mientras que los eritrocitos opsonizados con el anticuerpo 4F8
muestran valores similares a los obtenidos con el anticuerpo 3B3. Esto es lo que
se esperarfa dado que ambos anticuerpos pertenecen a la misma subclase.

Eritrocitos opsonizados con anticuerpo de la clase IgE, no son fagocitados,
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J774
Fagocitosis normalizada (3B5=100%)
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Figura 7

Fagocitosis de las células J774, normalizada con respecto al resultado del
moAc 3B5.
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RAW
Fagocitosis normalizada (3B5=100%)
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Fagocitosis de las células RAW, normalizada con respecto al resultado del
moAc 3BS5.



2. La inhibicién de la fagocitesis por adicién previa de complejos inmunes

demuestra que la fagocitosis es vfa FcR.

Una posible explicacién para las diferencias observadas en la fagocitosis de los
eritrocitos opsonizados por los distintos anticuerpos, es estos interaccionen con
diversos receptores. Para examinar esta posibilidad se realizaron ensayos de
inhibicién de la fagocitosis por IgG soluble y por complejos inmunes.

Eritrocitos sensibilizados se opsonizaron con los anticuerpos monoclonales 3B5S
(I1gG2b) y 2C5 (IgG1) y se determiné la fagocitosis de éstos por células P388
preincubadas por 60 minutos 2 4°C con IgG policlonal murina (purificada por
cromatograffa de afinidad a partir del suerc de ratones normales) o bien con
complejos inmunes formados con anticuerpo monoclonal (3B5 o 2CS5) y antigeno

multivalente (albimina sérica bovina dinitrofenilada, DNP-BSA).
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INHIBICION DE FAGOCITOSIS

Fagocitosis mediada por IgG1

100+

9% Fagocitosis

Ac Inhibidor

Figura 9

Inhibicién de la fagocitosis por ocupacién de los receptores. Los complejos
DNP-BSA con anticuerpos de distintos isotipos ("IgGI, IgG2b"), asf como IgG
policlonal y monomérica de ratén ("policlonal'), se incuban con las células 30
minutos antes de la adicion de los eritrocitos opsonizados con IgGl. Los
resultados estin dados en porcentaje del resultado en DO de las células sin
inhibidores de la fagocitosis. Cada barra es un experimento, y estd sombreada
segun la condicién del ensayo.
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Los resultados de la inhibicién de la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con
anticuerpo del isotipo IgGl, se muestran en la Figura 9. Los complejos inmunes
formados con IgGl provocan uma inhibicién del 40 al 95%, pudiendo
considerdrsele una inhibicién eficiente, Con la excepein de un solo experimento,
la inhibicién de la fagocitosis por complejos formados con IgG2b es adn mds
eficaz, con 95, 94, 90 y 20% de reduccién de la ingestién. La IgG monomérica
induce una inhibicién menor, sin sobrepasar el 60% de inhibicién.

La inhibicién de la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con anticuerpos del
isotipo IgG2b, se muestra en la Figura 10. Los complejos conteniendo IgG2b
inducen una inhibicién considerable de la fagocitosis (100, 92, 80 y 70%). La IgG
monomérica provoca una inhibicién de alrededor del 40%. Los complejos inmunes
conteniendo anticuerpos del isotipo IgG1, no solo no inhiben la fagocitosis, sino
que ésta aumenta hasta en un 30%. Estos resultados probablemente reflejen la
distinta afinidad con la que la IgGl y la IgG2b se unen a los dominios

extracelulares de los diversos receptores Fc,RI y Fc, RII (ver Discusi6n).
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INHIBICION DE FAGOCITOSIS

Fagocitosis mediada por IgG2b
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Figura 10

Inhibicién de la fagocitosis por ocupacién de los receptores. Los complejos
DNP-BSA con anticuerpos de distintos isotipos (“IgG2b, IgGI"), asf como IgG
polimérica y monoclonal (“policlonal"), se incuban con las células 30 minutos
antes de Ia adicion de los eritrocitos opsonizados con IgG2b.Los resultados
estdn dados en porcentaje de la DO de las células sin inhibidores de la
fagocitosis. Cada barra es un experimento y estd sombreada segin la
condici6n del ensayo.
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3. Otras aplicaciones del método: Evaluacién de la influencia de citocinas en

ia fagocitosis.

El microensayo colorimétrico que se estandarizé puede ser explotado para una
gran variedad de tipos de experimentos. Uno de estos casos es la evaluaci6n de la
influencia de las citocinas u otros factores solubles en la fagocitosis, tema de
interés en nuestro laboratorio.

En particular, existen ciertas evidencias que indican que las interleucinas IL-1$
e IL-6 podrian tener un efecto modulatorio positivo sobre la expresién de los
receptores para IgG en células del linaje monocito-macréfago (25,46 49). Se sabe
ademds, que ambas citocinas muestran actividades estimuladoras sobre células
refacionadas con la respuesta ininune, aunque hasta el momento no existen reportes
de que ia IL-1 o la IL-6 induzcan activacién de macréfagos para realizar
fagocitosis. Dentro de este contexto, aplicamos el ensayo colorimétrico para
investigar la posible actividad estimulatoria de la IL-1 y la IL-6 sobre la
fagocitosis, comparando sus actividades con la del Interferén gamma (IFNvy), cuya
actividad estimulatoria sobre macréfagos estd bien documentada (15,16,41,52).

Células de la linca P388 fueron cultivadas en placas de 96 pozos durante 24

horas en presencia de IFNy (a las concentraciones de 250 y 125 U/ml), IL-18, e
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IL-6 (ambas a concentraciones de § y 2.5 ng/ml). Cada experimento se hizo en
una placa con células provenienies del mismo cultivo y conteniendo el mismo
ndmero de células por pozo, Después de 24 hrs de incubacidn en presencia de las
citocinas, se determind la fagocitosis de eritrocitos opsonizados.

Los resuitados de dos experimentos se muesiran en Jas Figuras 11 y 12. El
efecto estimulatorio del IFNy sobre la fagocitosis es bastante claro y
estadfsticamente significativo, lo que es confirmado por la prueba estadistica de "t"
de Student. Los resultados de la incubacién con IL-1 muestran una estimulacién
menor qgue fa inducida por IFNy, aunque la prueba estadistica "t" de Student indica
que para este nimero de experimentos las diferencias no son significativas. La [L-
6 tampoco induje diferencias significativas en la fagocitosis con respecto a las
células control.

El crecimiento de los cultivos celulares no se afecta por la incubacién con
ninguna de las citocinas utilizadas, como se pude comprobar con el ensayo de
evaluacién del crecimiento del cultivo celular por cristal Violera, del cual un

resultado representativo se muestra en fa Figura 13,
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MODULACION DE LA FAGOCITOSIS(1)
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Figura 11

Modulacién de Ia fagocitosis. Resultado en DO de un experimento de
fagocitosis mediada por distintos anticuerpos, realizada por células P388 tras
24 horas de incubacién con diversas concentraciones de INFy, IL-1 e IL-6.

n



MODULACION DE LA FAGOCITOSIS (2)
CITOCINAS
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Figura 12

Modulacién de la fagocitosis. Resultado en DO de un experimento de
fagocitosis mediada por distintos anticuerpos, realizada por células P388 tras
24 horas de incubacién con diversas concentraciones de IFNy, IL-1 e IL-6.
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CUANTIFICACION DE CRECIMIENTO CELULAR

Cultivos 24 hrs.con citocinas
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Figura 13

Cuantificacidn del crecimiento celular en presencia o ausencia de INFy, IL-1
e IL-6. Se muestran los resultados de todos los tipos celulares utilizados.
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DISCUSION

El modelo de fagocitosis que utiliza macréfagos murinos y eritrocitos
opsonizados como partfcula a fagocitar, es ampliamente usado para estudiar
diversos aspectos de este proceso fisiolégico. Los eritrocitos son relativamente de
facil obtencidn, manipulacién y observacidn, al igual que los macréfagoes murinos,
La fagocitosis se evalia la mayorfa de las veces por microscopia. La evaluacién
microscépica de la fagocitosis tiene varios inconvenientes para aplicarse en el
andlisis de un nimero grande de muestras. Entre las principales podemos
mencionar que cada condicién experimental estudiada debe realizarse en
cubreobjetos individuales, cuya manipulacidn para los lavados, incubaciones,
montaje, etc, debe hacerse con mucho cuidado dado su extrema fragilidad, Pero
quizds la mayor desventaja es el hecho de que la evaluacién microscépica, que
consiste en contar el mimero de eritrocitos ingeridos por cada una de al menos 200
células fagociticas por cada condicién experimental, require bastante tiempo y es
fatigante para el experimentador.

El microsensayo colorimétrico como alternativa para evaluar la fagocitosis
de eritrocitos presenta varias ventajas. Entre ellas estdn la sencillez y rapidez del

método, asfl como ¢l hecho de que la cuantificacién colorimétrica estd libre de
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subjetividades y destrezas de los observadores. La validez de utilizar la actividad
de pseudoperoxidasa de los eritrocitos ingeridos para cuantificar la fagocitosis, es
apoyada por la concordancia observada entre los resultados obtenidos con el
microensayo y con la evaluacién microscépica de la fagocitosis. Asimismo
demostramos que en las condiciones de nuestro ensayo, la densidad 6ptica muestra
una relacién directa con el nimero de eritrocitos por pozo.

De esta forma, afirmamos que la aparicién de color en el ensayo de la
fagocitosis, es debida a la oxidacién de la DAB por la actividad de
pseudoperoxidasa de 1a hemoglobina de los eritrocitos fagocitados. A pesar de que
los macréfagos poseen en su citoplasma peroxidasas, la cantidad de éstas no es
suficiente como para hacer aparecer por sf mismas un notable producto colorido,
El hecho de que los eritrocitos opsenizados con IgEo«DNP no reporten color, nos
asegura que éste es debido sélo a los eritrocitos ingeridos y no a los
proporcionados a las células, a pesar de que se llegaran a unir a ellas (Tabla I)

Los resultados de la fagocitosis mostrados en 1a figura 3 nos ejemplifican un
experimento representativo para cada tipo celular, en donde se notan tanto
diferencias entre la fagocitosis por cada uno de los distintos tipos celulares, como
la influencia del anticuerpo opsonizante. Estas diferencias pueden apreciarse al

normalizar los resultados de DO, en este caso hechas con respecto al resultado del
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moAc 3B5. Las células P388 son una lfnea celular que fagocita comparativamente
menos que las otras células, requiriendo tiempos de incubacién de hasta 90
minutos. Observaciones previas al microscopio revelaron que la cantidad de
eritrocitos opsonizados con IgG en las rosetas que formaban estas células era
menor comparando a las formadas con macréfagos inflamatorios, lo que nos lieva
a pensar en un mimero menor de FcyR en la superficie celular de 1a linea P388,
que realiza la fagocitosis menos eficiente. Esto mismo se aplica para el fndice
fagocftico, que rara vez alcanz6 los 10 eritrocitos por célula, cifra obtenido por los
pequefios macréfagos inflamatorios en tiempos atn mds cortos.

La normalizacién de los resultados de la fagocitosis por los macréfagos
inflamatorios nos permite definir el perfil de la fagocitosis del ensayo con estas
células. Debido a que estas células provienen de un ratén estimulado con
tioglicolato, no es de sorprendernos la gran capacidad fagocitica que presentan. Su
comportamiento es muy parecido al de los macréfagos residentes del peritoneo,
con respecto a los tiempos de fagocitosis y al orden de eficiencia relativa de los
anticuerpos para mediar fagocitosis. Esto sugiere que la cantidad y tipo de
receptores para IgG que poseen los macréfagos provenientes del peritoneo, son
similares, a pesar de la caracterfstica de activacién de los inflamatorios que no

poseen los macréfagos residentes.
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Las células J774 se suman al consenso encontrado del orden de eficiencia
para mediar fagocitosis: IgG de conejo>IgG2b. Sin embargo, los moAc del
isotipo IgG2b (3B5 y 4F8), presentaron diferencias en los resultados de la
fagocitosis: la fagocitosis mediada por 4F8 se encontrd al menos un 200% arriba
del resultado de 3BS. Esta diferencia puede ser debida a las afinidades por el
antigeno y el titulo de los anticuerpos en cada ensayo. Si uno de ellos tiene un
tftulo menor que e! segundo, se debe opsonizar con una cantidad de anticuerpo
mayor. Cabe la posibilidad de que se encuentren anticuerpos parcialmente activos,
por lo que la cantidad de anticuerpo por eritrocito es mayor. En estas células, los
casos de menor tftulo de 4F8 sobre 3B5 fueron 2 de 3.

En el caso de las células RAW, la IgG de conejo aventaja nuevamente al
isotipo IgG2b, mientras que de los eritrocitos opsonizados con el moAc IgE, el
resultado es considerado una ingestién nula.

Con respecto a los resultados de inhibicién de la fagocitosis, nos sugieren
que tos anticuerpos policlonales monoméricos se unen con menor afinidad a los
receptores, por lo que la inhibicién aunque vistble es modesta (Figuras 9 y 10).
Los complejos formados con el moAc 3bS5, del isotipo IgG2b, se unen mds
eficientemente a los receptores y por ello inhiben la fagocitosis en porcentajes que

flegan al 100%. Los casos de inhibicion casi total de la ingestidn ocurren cuando
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la opsonina es la msima IgG2b y es no total cuando ésta es IgG1 y la opsonina es
IgG2b (Figura 10). Por otro lado, la fagocitosis mediada por IgG1 se inhibe mejor
con los complejos formados con IgG2b que por IgG1, aunque no es total en ninglin
€aso.

Esto puede explicarse considerando que la IgG2b se une al dominio
extracelular de los receptores FeyRI y FeyRII/III (estos ltimos iguales
extracelularmente), mientras que el isotipo IgG1 se une preferentemente al receptor
de alta afinidad, FcyRI (10). Postulamos por ello que los complejos inmunes
conteniendo IgG2b estarfan bloqueando eficientemente todos los receptores, tanto
FcyRI como FeyRIVIIL, por lo que inhiben la fagocitosis mediada por los
anticuerpos IgG1 e IgG2b. Los complejos de IgGl dejan libres dos receptores
(FcyRIL y FeyRIID).

Por ello la fagocitosis mediada por IgG1 se inhibe relativamente bien con
los complejos formados con IgGl1, pero este complejo no bloquea los receptores
FeyRIVIIIL, que sf pueden ser ocupados por IgG2b. Ahora bien, puede ser por esto
que se observa un incremento ligero de la fagocitosis de eritrocitos opsonizados
con IgG2b: se facilitarfa la ingestidn de los eritrocitos al relizarse una opsonizaci6n
in situ, si los anticuerpos pertenecientes al complejo exhibieran uno de sus sitios

activos libres, que entonces se unirfa a grupos TNP libres del eritrocito. Estos
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grupos TNP exislen puesto que la opsonizacién se hace con concentraciones
subhemaglutinantes, que dejan sitios sin ocupar por anticuerpo. Si este es IgG2b,
puede unirse, ocupar los receptores I/IIf y mediar fagocitosis.

La aplicacién del método a una gran cantidad de protocolos de investigacién
es inmediata. Para demostrarlo se realizaron algunos experimentos de modulacién
de la fagocitosis por citocinas, en donde apreciamos que el método colorimétrico
y nuestro sistema de opsonizacién es lo suficientemente sensible para la
cuantificacién y caracterizacién de estas condiciones. Ello se ejemplica en las
figuras 11 y 12, dos experimentos con resultados preliminares en este sentido. Los
mismos nos invitan a continuar el estudio de estos moduladores de la fagocitosis,
puesto que ain no se tiene resultados concluyentes en cuanto a la accién de las
interleucinas 1 y 6.

La experimentacién en esta direccién sin contar con un método como el
descrito en esta tesis, se antoja un trabajo arduo, engorroso y tardado. Sin
embargo, gracias al microensayo ésta y otras preguntas se pueden formular y
avocdrse a buscarles una respuesta,

La figura 13 nos muestra el efecto nulo de las citocinas sobre el crecimiento

celular de nuestros cultivos, cuantificado por el método de cristal violeta (60).
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CONCLUSIONES

1) El métedo de opsonizacidn indirecta, que se vale de la molécula TNBS, nos
permite explorar la fagocitosis mediada por distintos isotipos de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra un solo antfgeno, DNP.

2) El método colorimétrico estandarizado en este trabajo, ofrece una cuantificacién
confiable de la fagocitosis mediada por FcyR, de una manera sencilla, rdpida y
sensible.

3) Gracias a este método se han podido clasificar por su eficiencia para mediar
fagocitosis, a los anticuerpos monoclonales y policlonales obtenidos en nuestro
laboratorio, as{ como la eficiencia de realizar fagocitosis de las distintas lineas
celulares con las que se trabajé.

4) Los experimentos referentes a la modulacién de la fagocitosis ain no arrojan
resultados concluyentes. No obstante el método se aplica al estudio de esta faceta

del sistema inmune,
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LISTA DE ABREVIATURAS

ADCC - Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuerpo

APC - Célula presentadora de ant{geno

CFU-GM - Unidades Formadoras de Colonias Granulocito Macréfago
DGVB,, - Amortiguador de Gelatina, Dextrosa y Veronal

DAB - 3,3’-Diaminobenzidina

DNP - Dinitrofenol

DO - Densidad Optica

Eop - Eritrocitos opsonizados

Es - Eritrocitos sensibilizados

Fe - Fracci6n cristalizable de los Anticuerpos

Fey - Fc de Ig "Gama"

F-GF - Factor de crecimiento de Fibroblastos

GM-CSF - Factor estimulador de colonias Granulocito Macréfago
Hb - Hemoglobina

IFN«, B, v - Interferdn Alfa, Beta, Gama

IgA, D, E, G, M - Inmunoglobulina A, D, E, G, M
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IL - Interleucina

IL~1r - Receptor para la IL-1

LPS - Lipopolisacdrido

MHC - Complejo principal de histocompatibilidad
M-CSF - Factor estimulador de colonias de macr6fagos
moAc - Anticuerpo monoclonal

MTC - Citotoxidad tumoral mediada por macréfagos
NK - Células asesinas naturales

NO - Oxido nitrico

PBS - Solucidn de fosfatos salina

P-DGF - Factor de crecimiento derivado de plaguetas
PEG,; - Prostaglandina 2

SFB - Suero fetal bovino

TCR - Receptor de células T

TGFEB - Factor de crecimiento tumoral B

TNBS - Acido trinitro-benzen-sulfénico

TNP - Trinitrofenol

TNFe - Factor de necrosis tumoral
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